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1 Einleitung und Problemstellung 
Seit mehr als zwanzig Jahren werden Shiga Toxin bildende Escherichia coli (STEC) bei 
Mensch und Tier beschrieben und mit Erkrankungen in Verbindung gebracht. 
Enterohämorrhagische E. coli (EHEC) sind eine Untergruppe der STEC. Sie werden beim 
Menschen mit Erkrankungen wie Hämorrhagischer Colitis (HC), Thrombotischer 
Thrombozytopenischer Purpura (TTP) und Hämolytischem Urämischem Syndrom (HUS) in 
Zusammenhang gebracht. In den letzten Jahren wurde weltweit über von STEC/EHEC beim 
Menschen verursachte Krankheitsausbrüche berichtet. 
Nach heutigem Erkenntnisstand sind Rinder und andere Wiederkäuer das wichtigste 
Erregerreservoir für humane Erkrankungen mit STEC/EHEC. Es wurden bei diesen 
Tierarten STEC/EHEC-Stämme nachgewiesen, die mit Isolaten vom Menschen identisch 
sind. Deshalb sind als entscheidende Infektionsquellen für Ausbrüche von Erkrankungen 
überwiegend unzureichend gegartes Rinderhackfleisch, Rohmilch sowie Rohmilchprodukte 
anzusehen. 
Der direkte Nachweis von STEC aus Probenmaterial (z.B. Tierkot, Lebensmittel) ist unter 
Anwendung klassischer Methoden sehr aufwändig. Die klassische mikrobiologische 
Isolierung und Identifizierung der Spezies E. coli mit einem zusätzlichen Toxinnachweis auf 
Zelllinien wären dazu notwendig. Alternativ zu diesen Methoden gibt es eine Reihe 
immunologischer und molekularbiologischer Tests, die als „screening“-Methoden zum 
Nachweis von STEC verwendet werden können. Damit ist ein schneller und preiswerter 
STEC-Nachweis gewährleistet und eine weitere Charakterisierung der 
Virulenzfaktorenmuster der STEC kann in einer effizienteren Weise angesetzt werden. 
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Ziele der vorliegenden Arbeit waren es: 
• Verschiedene immunologische Tests (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, 
„ELISA“ mit monoklonalen Antikörpern) zum STEC- Nachweis zu etablieren, die 
praktikabler als der Vero-Zell-Neutralisationstest (VZN) zur direkten Nutzung bei 
Kotproben sind. 
 
• Diese ELISAs mit dem oben genannten VZN-Test, der ursprünglich zum Nachweis 
von Shiga Toxinen (Stx) angewendet wurde und heute als „Goldstandard“ betrachtet 
wird, zu validieren. 
 
• Die validierten ELISAs im Feldversuch an Rinderbeständen im Vergleich zu einer 




2.1 Charakteristik pathogener Escherichia coli 
E. coli wurde erstmals 1885 vom deutschen Kinderarzt Theodor Escherich (1857-1911) als 
„Bakterium coli communale“ beschrieben (ESCHERICH, 1885). Das Genus Escherichia, zu 
dem die Spezies E. coli gehört, wird in die Familie Enterobacteriaceae eingeordnet. E. coli 
ist als normaler Bewohner des Darmtrakts von Warmblütern ein ubiquitärer Keim. In der 
Darmflora nimmt er zahlenmäßig nur eine untergeordnete Stellung ein, wurde aber lange 
Zeit wegen seiner leichten Anzüchtbarkeit auf künstlichen Nährmedien als die häufigste und 
wichtigste Keimart im Darm angesehen. E. coli wird in relativ großer Anzahl (mindestens 
105 Keime pro g) mit den Fäzes ausgeschieden und bleibt unter günstigen 
Umweltbedingungen lange im Außenmilieu nachweisbar. Der von ihm bevorzugte 
Darmabschnitt bei Tier und Mensch ist der Dickdarm (SELBITZ, 1992). 
Einige Typen von E. coli besitzen für landwirtschaftliche Nutztiere und den Menschen 
spezifisch krankmachende Eigenschaften und können sich unter bestimmten Bedingungen 
massenhaft, zunächst im Dickdarm und dann auch in höheren Darmabschnitten, vermehren 
und zu Krankheiten führen (SELBITZ, 1992). Es können aber auch bekannte pathogene 
Typen des Erregers gefunden werden, ohne dass dadurch eine Erkrankung auftritt, eine in 
der Familie Enterobacteriaceae verbreitete Erscheinung (WITTIG, 1987; SELBITZ, 1992). 
Sie weist darauf hin, dass die Entstehung einer Krankheit nicht nur vom Vorhandensein 
pathogener Typen des Erregers im Tier abhängt, vielmehr müssen auch im Wirtstier 
bestimmte von der physiologischen Norm abweichende Voraussetzungen für den Erreger 
vorliegen. 
Aus heutiger Sicht werden die enteropathogenen E. coli in sieben Gruppen eingeteilt. Neben 
den Enterotoxischen E. coli (ETEC) werden Enteroinvasive E. coli (EIEC), Enteropathogene 
E. coli (EPEC), Enteroagglutinierende E. coli (EaggEC), Diffus Adhärente E. coli (DAEC), 
Nekrotoxische E. coli (NTEC) und Stx-Bildende E. coli (STEC) unterschieden. Die seit über 
zwanzig Jahren bekannten Enterohämorrhagischen E. coli (EHEC) sind in die Gruppe der 
STEC einzuordnen (Tab. 1). 
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Tab. 1: Einteilung darmpathogener E. coli-Stämme nach NATARO et al. (1985), 


































































































































































































































































































































































































































































































































Für die klassische mikrobiologische Isolierung von E. coli ist die Anzucht dieser 
Bakterienart aus verschiedenen Proben nicht schwierig. Die Differenzierung beginnt mit der 
Feststellung der Laktosespaltung auf Selektivnährmedien (z.B. Kligler). Durch biochemische 
Differenzierung wird die Speziesdiagnose von E. coli gestellt. In der Routinediagnostik von 
E. coli werden von den laktosepositiven bzw. hämolysierenden Kolonien Oberflächen-, 
Geissel- und Kapselantigen (O:H:K)-Probeagglutinationen mit diagnostischen Testseren 
durchgeführt. Toxinnachweise sind für die Routinediagnostik von E. coli durch den hohen 
Aufwand nicht von Bedeutung, die DNA-Sondentechnik dürfte für die Zukunft sehr 
aussichtsreich sein. Die Serovaranalyse, die Einordnung in Biovare, die Lysotypie und die 
Bestimmung der Colicintypen sind für epidemiologische Untersuchungen nützlich, der 
Plasmidnachweis hat eine besondere Bedeutung erlangt (SELBITZ, 1992). Nach THAMM 
(2000) sind klassische biochemische Methoden durch die hohe Erregervielfalt bei EHEC nur 
eingeschränkt einsetzbar. 
Es gibt neue spezielle Medien zur Erkennung von EHEC. Das Enterohämolysin-Medium 
(BEUTIN et al., 1989) wurde häufig in der Routinediagnostik eingesetzt (BREY, 1998). Da 
bestimmte EHEC/STEC-Stämme zwar das EHEC-ehly-Gen besitzen, aber nicht exprimieren 
(BÜLTE et al., 1998), und bei bestimmten EHEC-Stämmen (O111) in zahlreichen Fällen 
kein Hämolysin bzw. EHEC-ehly festgestellt werden konnte (SCHMIDT und KARCH, 
1996), ist diese Methode zur Erfassung der gesamten STEC-Gruppe als nicht geeignet 
betrachtet worden (BREY, 1998; THAMM, 2000). Im Gegensatz zu anderen STEC ist die 
Mehrheit der E. coli O157:H7 nicht in der Lage, Sorbitol zu fermentieren (KARMALI, 
1989). Auf dieser Basis wurde der Sorbitol-MacConkey Agar (SMAC) entwickelt (MARCH 
und RATNAM, 1986). Durch Zugabe von Cexifim (Proteus-Inhibitor) und Tellurit 
(Inhibitor der meisten Enterobakteriaceen außer O157 EHEC) konnte dieses Medium (CT-
SMAC) bei hochkontaminierten Proben angewendet werden (ZADIK et al., 1993). 
Allerdings wird die Anwendung dieser Medien in Deutschland als obsolet betrachtet, weil 
neben den vielfach isolierten O157-E. coli (überwiegend H-, nicht Sorbitol fermentierend, 
NSF), auch häufig Non-O157-E. coli (auch Sorbitol fermentierende, SF) isoliert werden 
(BOCKEMÜHL et al., 1990; BEUTIN et al., 1994; BOCKEMÜHL und KARCH, 1996; 
KARCH et al., 1997). Im EHEC-Ausbruch zwischen 10/02 und 12/02 wurden in 
Deutschland Sorbitol fermentierende E. coli O157:H7 nachgewiesen (RKI, 2003b). 
Außerdem sind einige Stämme gegenüber Tellurit empfindlich und wachsen nicht auf CT-
SMAC (KARCH et al., 1996). Da die kulturellen Verfahren für den Nachweis von 
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STEC/EHEC als unbefriedigend angesehen werden (BREY, 1998), sind andere 
molekularbiologische bzw. immunologische Methoden zum Nachweis der Bildung von Stx 
als Hauptvirulenzmerkmal anzuraten (KIST, 1995). 
2.1.1 Shiga Toxin-bildende Escherichia coli 
2.1.1.1 Vorkommen und Bedeutung von Shiga Toxin-bildenden Escherichia coli 
Beim Menschen wurden STEC und Erkrankungen in Zusammenhang gebracht, wobei 
innerhalb der STEC-Gruppe große Virulenzunterschiede bestehen (BOCKEMÜHL und 
KARCH, 1996). Später gewannen die sogenannten Enterohämorrhagischen Escherichia coli 
(EHEC) an Bedeutung. Als EHEC werden diejenigen STEC bezeichnet, die mit Krankheiten 
wie HC und HUS beim Menschen in Zusammenhang gebracht werden (RKI, 1999a). Die 
von EHEC verursachten Krankheitsbilder sind unterschiedlich, sowohl leichte 
Durchfallerkrankungen als auch schwerere Verlaufsformen wie die obengenannten HC und 
HUS und thrombotisch-thrombocytopenische Purpura (TTP) können durch EHEC 
verursacht werden (RKI, 1996). Aufgrund der Antigenstruktur der EHEC (O:H-Antigene) 
werden sie verschiedenen Serovaren zugeordnet. Laut Angaben des Robert-Koch-Institutes 
(RKI, 1999b) wurden in Deutschland folgende Serovare in Verbindung mit EHEC-
Infektionen oder EHEC-Erkrankungen bestimmt: O3, O5, O8, O15, O22, O26, O30, O76, 
O91, O100, O103, O111, O118, O119, O121, O128, O145, O146, O157, O165. Neben dem 
am häufigsten nachgewiesenen Serovar O157:H7 (GYLES, 1994) werden auch häufig in 
Deutschland andere Serovare wie E. coli O157:H-, O26:H11, O111:H-, O103:H2 und 
O145:H28 isoliert (RKI, 1999a). 
EHEC-Infektionen treten weltweit auf. In den USA, Kanada, Großbritannien und Japan 
waren EHEC bei größeren Ausbrüchen von Darmerkrankungen beteiligt (RILEY et al., 
1983; BORCKZYCK, 1987; KARMALI, 1989; WILLSHAW et al., 1994; WATANABE et 
al., 1996), aber auch in anderen Ländern wie Australien, Frankreich, Italien, Spanien wurde 
von durch EHEC verursachten Krankheitsausbrüchen berichtet (BLANCO et al., 1996; 
CAMERON et al.,1995; DECLUDT, 1997; GOGLIO et al., 1997). 
2004 wurden in Deutschland 882 durch EHEC verursachte Erkrankungsfälle gemeldet. Ein 
durch EHEC verursachter HUS-Ausbruch mit 48 Erkrankten und 6 Todesfällen wurde im 
Zeitraum zwischen 10/02 und 12/02 im süddeutschen Raum registriert (RKI, 2003b). Seit 
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der bundesweiten Einführung der Meldepflicht 1998 herrscht eine zunehmende Tendenz an 
Nachweisen (RKI, 1999a) (Tab. 2). 
Tab. 2: Übersicht über die Anzahl an EHEC-Erkrankungsfälle in Deutschland 
zwischen 1998 und 2003 (RKI, 1999b; RKI, 2000; RKI, 2001a; RKI, 2001b; 










*: außer HUS 
Als Hauptreservoir von EHEC werden Wiederkäuer, vor allem Rinder, angesehen (RKI, 
1999a). Auch andere STEC sind vielfach bei gesunden (MOHAMMAD et al., 1986; 
CLARKE et al., 1989; READ et al., 1990; WILSON et al., 1992; BEUTIN et al., 1993; 
RANDALL et al., 1997; STEPHAN et al., 2000), aber auch bei kranken Rindern isoliert 
worden (BUTLER und CLARKE, 1994; RANDALL et al., 1997). STEC sind mit 
Dysenterien und blutigem Durchfall bei Kälbern in Zusammenhang gebracht worden 
(SCHOONDERWOERD et al., 1988; BUTLER und CLARKE, 1994). Experimentell gelang 
die Infektion von Rindern mit STEC/EHEC (CHANTER et al., 1984; MOXLEY und 
FRANCIS, 1986). Die Häufigkeit der Isolierung von STEC schwankt zwischen 5% und 76% 
für Kotnachweise bei gesunden Rindern (SUTHIENKUL et al., 1990; BÜLTE et al., 1990; 
WELLS et al., 1991; WILSON et al., 1992; WILLSHAW et al., 1993; CAPRIOLI et al., 
1993; BEUTIN et al., 1993; WRAY et al., 1994; BALL et al., 1994; JOHNSON et al., 1995; 
GEUE et al., 2002,) und zwischen 9,4% und 84% bei Schlachtrindern (CLARKE et al., 
1988; BÜLTE et al., 1990; MONTENEGRO et al., 1990; SUTHIENKUL et al., 1990; 
RICHTER et al., 1997). 
STEC und EHEC wurden auch bei anderen Nutz- und Haustieren wie z.B. Schweinen, 
Hunden, Pferden, Katzen, Vögeln und Büffel-Kälbern sowohl im gesunden wie auch im 











ABAAS et al., 1989; BEUTIN et al., 1993; TREVENA et al., 1996; RANDALL et al., 1997; 
AWAD-MASALMEH und HÖRZER, 1999; SCHMIDT et al., 2000). 
Die Bedeutung von Nichtwiederkäuern bei der Epidemiologie der STEC ist umstritten. Das 
Robert-Koch-Institut schätzt ein, dass das Risiko einer Übertragung zwischen Tier und 
Mensch gering ist (RKI, 1999a). Die Prävalenz von STEC bei Kotproben von Pferden, 
Katzen und Hunden ist gering (BEUTIN et al., 1993; TREVENA et al., 1996; THAMM 
2000). Die STEC vom Schwein sind für den Menschen ungefährlich (OSEK, 1999; RKI, 
1999a). Andere Studien zeigen, dass Nichtwiederkäuer eine Rolle in der Epidemiologie der 
STEC spielen könnten. O157-STEC sind bei Tieren in der Umgebung infizierter 
Rinderfarmen isoliert worden; z.B. bei Ratten (CIZEK et al., 1999), Schweinen, Geflügel 
und Pferden (DE BOER und HEUVELINK, 1999). Bei Jagdwildkarkassen (Bären, Rehen, 
Hirschen) wurden auch STEC in bedeutender Prävalenz (44%) nachgewiesen (LECLERQ et 
al., 1999). 
2.1.1.2 Struktur, Biologie und Toxizität von Shiga Toxinen 
STEC haben als grundsätzliche Eigenschaft die Bildung von Stx. Substanzen dieser Gruppe 
sind seit ca. fünfzig Jahren bekannt und wurden ursprünglich als „Edema Disease Principle“ 
bezeichnet (ERKSINE et al., 1957). Sie wurden aus einem eine Ödemkrankheit 
hervorrufenden E. coli-Stamm isoliert und dreißig Jahre später als Stx2e eingeordnet 
(GANNON et al., 1988; MARQUES et al., 1987). Die ältere Bezeichnung dieser Substanzen 
als Vero-Toxin (VT) beruht auf der Fähigkeit dieser Toxine, bei Vero-Zelllinien hoch 
zytotoxisch zu wirken (KONOWALCHUK et al., 1977). Wegen ihrer Ähnlichkeit mit dem 
Toxin von Shigella dysenteriae Typ 1, dem Erreger der Ruhr des Menschen (SHIGA, 1898), 
wurden Stx als „Shiga-like-Toxine“ (SLT) bezeichnet (O’BRIEN et al., 1982). 
Durch ihre Gemeinsamkeit in physikalischen, chemischen und biologischen Eigenschaften 
(O’BRIEN und LAVECK, 1983) sowie in Struktur, biologischer Aktivität, Aminosäure- und 
Gensequenzen wurde vorgeschlagen, diese Gruppe von Substanzen unter der Bezeichnung 
„Shiga Toxin“ (Stx) zusammenzufassen (CALDERWOOD et al., 1996). 
Shigellen und E. coli können biochemisch sehr schwierig zu unterscheiden sein. Basierend 
auf DNA-Homologie betrachtete BRENNER (1984) die vier Spezies der Gattung Shigella 
sowie E. coli als eine gemeinsame Gruppe. 
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Die Stx-Familie ist keine hundertprozentig homogene Gruppe. Aufgrund ihrer heterogenen 
Antigenität wurde das Stx in zwei Gruppen eingeteilt, Stx1 und Stx2 (SCOTLAND et al., 
1985; STROCKBINE et al., 1986; KARMALI et al., 1986). Der "Prototyp" der Stx ist das 
Toxin von Shigella dysenteriae Typ 1. Es entspricht Stx1 (CALDERWOOD et al., 1996). 
Einige Stx1-Varianten sind beschrieben worden, wobei es sich dabei meistens um „minor“-
Varianten handelte (PATON et al., 1993; PATON et al., 1995; BÜRK et al., 2003; 
OHMURA-HOSHINO et al., 2003). Zahlreiche Varianten von Stx2 wie z. B. Stx2c, Stx2d, 
Stx2e, Stx2f und andere wurden beschrieben (SMITH et al., 1983; MARQUES et al., 1987; 
GANNON et al., 1988; GANNON et al., 1990; MACLEOD et al., 1991; SCHMIDT et al., 
2000; BERTIN et al., 2001; NAKAO et al., 2002; LEUNG et al. 2003; DE BAETS et al., 
2004; VERNOZY-ROZAND et al., 2004). 
Nach früheren Kenntnissen wurde den verschiedenen Stx-Typen eine gewisse Spezies-
Spezifität zugeordnet. So schienen Stx1 und Stx2 beim Rind eine Rolle zu spielen, während 
Stx2e nur beim Schwein auftrat (GYLES, 1994). Obwohl OSEK (1999) in seiner Studie 
zeigte, dass bei 17 von 120 Schweinen (14,2%) ausschließlich stx2e-Gene nachweisbar 
waren, und Stx2c als humanes Stx bezeichnet wird (PIERARD, 1999), sind bei Rindern und 
Ziegen auch Stx2-Varianten nachgewiesen worden (BASTIAN et al., 1999; COBELJIC und 
DIMIC, 1999). 
Stx besitzen eine A-B-Untereinheiten-Struktur. Eine Assoziation zwischen einer A- und fünf 
B-Untereinheiten wurde festgestellt (DONOHUE-ROLFE et al., 1984; STEIN et al., 1992). 
Die A-Untereinheit ist ca. 7,5 kDa groß. Sie besitzt die biologische Aktivität und besteht aus 
zwei Fragmenten, einem größeren N-terminalen Abschnitt (A1) mit enzymatischer Aktivität 
und einem kleineren C-terminalen Teil (A2) (OLSNES et al., 1981; MACLEOD et al., 
1991). Die B-Untereinheit ist ca. 33 kDa groß und enhält die Bindungsstelle mit dem 
Rezeptor an der Zellmembran. Die Struktur ähnelt dem B-Oligomer des hitzelabilen 
Enterotoxin von E. coli (STEIN et al., 1992). 
Die Aminosäure- und Nukleotidsequenz von Stx1 ist fast identisch mit dem Shigella-Toxin. 
Lediglich eine Aminosäure in der A-Untereinheit ist unterschiedlich (CALDERWOOD et 
al., 1987; TAKAO et al., 1988; STROCKBINE et al., 1988). Die Homologie zwischen Stx1 
und Stx2 beträgt dagegen nur ca. 60 %, sowohl in der Aminosäure- als auch in der 
Nukleotidsequenz (JACKSON et al., 1987). Bei der Nukleotidsequenz von stx2e von E. coli 
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O139 wurde eine Homologie von ca. 91 % mit stx2 (bei der A-Untereinheit höher als bei der 
B-Untereinheit) festgestellt (GYLES et al., 1988; WEINSTEIN et al., 1988). 
Stx1- und stx2-Gene werden von Bakteriophagen getragen (SMITH et al., 1983; 
SCOTLAND et al., 1983; SMITH et al., 1988). Die stx2e Gene sind nicht 
bakteriophagenassoziiert. Sie stellen chromosomale Gene dar (SMITH et al., 1983, 
MARQUES et al., 1987). 
Aus den bisher bekannten stx-Genen (Tab. 3) konnten laut PIERARD et al. (1998) bei 359 
E. coli-Stämmen 18 verschiedene Genotypen nachgewiesen werden, die sich aus der 
Kombination dieser 7 stx-Gene ergaben. 









stx2 Gruppe 2 
stx2d-Ount 
stx2e 
Stx sind in unterschiedlichem Grad hitzelabil (GANNON und GYLES, 1990; MACLEOD et 
al., 1991). Die Sekretion von Stx wird durch bestimmte Antibiotika in vitro erhöht 
(WALTERSPIEL et al., 1992). 
Stx sind Zytotoxine (SELBITZ, 1992; GYLES, 1994). Als Exotoxine sind sie in der Lage, 
bestimmte Zellen zu lysieren (z.B. in einem Zellrasen) (KONOWALCHUK et al., 1977). 
Experimentell wirkten Stx bei der Maus letal (SMITH et al., 1983). Im Kaninchendarmtest 
zeigten sie eine enterotoxische Wirkung (KEENAN et al., 1986). 
Der Pathogenitätsmechanismus der Stx wird durch die Bindung von Stx an den funktionellen 
Rezeptor Globotriaosylceramid bzw. Globotetraosylceramid (Gb3, Gb4) ausgelöst 
(JACEWICZ et al., 1986; LINGWOOD et al., 1987; WADDELL et al., 1988; SAMUEL et 
al., 1990). Diese speziellen Zellwandrezeptoren werden im Punkt 2.2 gesondert behandelt. 
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Nach der Bindung mit den funktionellen Rezeptoren, vor allem im kapillaren Endothel 
(RICHARDSON et al., 1992; RKI, 1999a) aber auch bei Vero-Zellen (MACLEOD et al., 
1991) wird die Proteinsynthese blockiert. Dies führt zum schnellen Zelltod (IGARASCHI et 
al., 1987; OGASAWARA et al., 1988; ENDO et al., 1988; SAXENA et al., 1989; 
FURUTANI et al., 1990; RKI, 1999a). 
2.1.1.3 Intimin-vermittelte Adhärenzfaktoren von Shiga Toxin-bildenden 
Escherichia coli 
Intimin ist ein chromosomal kodierter Adhäsionsfaktor, der an das Entstehen der“attaching- 
and effacing”-Läsionen (verkürzt AE-Läsionen) in Darmepithelzellen beteiligt ist. 
“Attaching” bedeutet eine sehr enge Anheftung von STEC an die Enterozyten; “effacing” 
bezeichnet den Verlust der Mikrovilli. Die AE-Läsionen kommen bei allen EPEC vor, 
während sie bei STEC nicht immer auftreten. 
Intimin ist ein äußeres Membranprotein (Outer-Membran-Protein, OMP), das bei einigen 
STEC-Stämmen nachgewiesen wurde (FRANCIS et al., 1986; SHERMAN et al., 1988). Das 
Intimin ist ungefähr 94 kDa groß (JERSE und KAPER, 1991). Das Intimin-kodierende Gen 
wird eae bezeichnet (JERSE et al., 1990). 
Die AE-Läsionen werden nicht durch die alleinige Expression des Intimins auslgelöst 
(MOON et al., 1983). Andere Faktoren sind an der Vermittlung der AE-Läsionen beteiligt. 
Ihre Expression wird vom “Locus of effacing E. coli” (LEE) reguliert. Das LEE ist ein 
chromosomaler Gencluster. Es ist 35 kb groß und ist präsent bei allen “attaching and 
effacing”-E. coli (AEEC) (MOON et al., 1983; MCDANIEL et al., 1995; MCDANIEL und 
KAPER, 1997). 
Schon in früheren Zeiten wurde eine Serovarspezifität des Intimins vermutet. Zwei 
Arbeitsgruppen beschrieben verschiedene Intimine (STALEY et al., 1969; MOON et al., 
1983). Später wurden die unterschiedlichen Intimintypen α, β, γ, δ, ε und andere beschrieben 
(ADU-BOBIE et al., 1998; CHINA et al., 1999; OSWALD et al., 2000; REID et al., 2000; 
JORES et al., 2003). EHEC O157:H7 exprimieren Intimin δ, während die EHEC-Serovaren 
O26:H11 und O111:H8 das Intimin β exprimieren; α und γ Intimine sind bei EPEC 
beschrieben worden (ADU-BOBIE et al., 1998). 
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Das OMP nach SHERMAN (1991) vermittelt auch die Anheftung bei einigen eae-positiven 
Stämmen. Obwohl sie die gleiche Größe wie das Intimin hat (94 kDa), unterscheidet sie sich 
von Intimin der E. coli O157. 
2.1.1.4 Plasmidvermittelte Virulenzfaktoren von Shiga Toxin-bildenden 
Escherichia coli 
Hämolysine sind die bedeutendsten plasmidvermittelten Virulenzfaktoren von STEC. Sie 
sind Zytolysine, die Poren bilden, und gehören zur Familie der „Repeats-in-toxin“ (RTX) 
(SCHMIDT et al., 1994; SCHMIDT et al., 1995). Diese Bezeichnung stammt aus der 
strukturellen Eigenschaft, dass in der Aminosäure-Sequenz bestimmte Sequenzen mehrmals 
wiederholt werden (O’BRIEN und KAPER, 1998). 
Hämolysine sind bei über 75% der STEC (O157 und non-O157) nachgewiesen worden 
(BEUTIN et al., 1989; SCHMIDT et al., 1995). Das CVD419 ist eine DNA-Sonde, die für 
die Erkennung der enterohämorrhagischen E. coli-Toxin (Ehx)-kodierenden Plasmide 
entwickelt wurde (LEVINE et al., 1987). Seit 1995 ist das Ehx mit Hilfe einer PCR 
nachweisbar (SCHMIDT et al., 1995). STEC-Stämme produzieren zwei genetisch und 
serologisch unterschiedliche Hämolysine (STROEHER et al., 1993; SAUNDERS et al., 
1999). 
Das Ehx wird bei den O157-E. coli von einem 60 MDa großen Plasmid kodiert (SCHMIDT 
et al., 1994). Die Gensequenz dieses Plasmides ist 90 kbp groß (SCHMIDT et al., 1995). Bei 
E. coli O156 ist dieses Plasmid ungefähr 70 kbp groß (GEUE, pers. Mitt., 24.05.2005). Es 
kodiert die hämolytische Determinante Ehx und zugleich zwei Gene (ehxA und ehxC), die 
ca. 60% Homologie mit den hlyA- und hlyC-Genen vom α-Hämolysin Operon von E. coli 
haben (SCHMIDT et al., 1995). Das Prototyp-Molekül dieser Gruppe, das α-Hämolysin 
(CAVALIERI et al., 1984), ist oft bei E. coli, die extraintestinale Infektionen verursachen, 
präsent (WELCH et al., 1981). Das Ehx lysiert Rinderlymphomazellen (BAUER und 
WELCH, 1996). Laut SAUNDERS et al. (1999) könnte dies vermutlich eine Rolle beim 
Erhalten von EHEC bei Rindern spielen. 
Das Enterohämolysin (Ehly) ist ein ca. 30 kDa-Protein mit einer geringeren Aktivität bei 
einer Expression in E. coli K-12. Es kann einen ca. 60 kDa Dimer mit einer höheren 
Aktivität bei Wildstämmen bilden (STROEHER et al., 1993). Es wird nicht sekretiert, und es 
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ist mit der äußeren Membran assoziiert. Die dazu bisher beschriebenen Gene ehly1 
(STROEHER et al., 1993) und ehly2 (BEUTIN et al., 1993) befinden sich in einem lamboid-
ähnlichen temperierten Phagen (BEUTIN et al., 1993). Sein Vorkommen ist streng mit der 
Stx-Produktion assoziiert (BEUTIN et al., 1989). 
Die großen Plasmide von STEC sind genetisch sehr variabel (BRUNDER et al., 1999). 
Zusätzlich zum α-Hämolysin enhalten sie die Gene von Enzymen wie der STEC-spezifische 
extracellulare plasmidkodierte Serinprotease (EspP) (BRUNDER et al., 1997) und der 
Katalase P (KatP) (BRUNDER et al., 1996). BRUNDER et al. (1999) zeigten in ihrer Studie, 
dass diese drei Virulenzmarker in verschiedenen Kombinationen bei STEC aus 16 
unterschiedlichen Serotypen vorkamen. Gewisse Virulenzmuster in Abhängigkeit vom 
Serotyp wurden festgestellt. So fehlten die espP- und katP-Gene bei den O157:H-, während 
bei den NSF-O157:H7 beide Gene präsent waren. Das EHEC-hlyA-Gen war bei beiden 
Gruppen präsent. 
Auch das große Plasmid der SF-EHEC O157:H- kodiert einen neuen Fimbrientyp 
(BRUNDER et al., 2001). Ein „Gencluster“ mit 6 Genen (sfpA, sfpH, sfpC, sfpD, sfpJ, sfpG), 
Mediatoren für mannoseresistente Hämagglutination und Expression von Fimbrien, wurde 
gefunden. Die sfp-Gene sind den pap-Genen (von P-Fimbrien von UPEC) ähnlich. Durch 
PCR-Analyse wurde herausgefunden, dass das sfp-Gencluster typisch für SF-O157:H- ist. 
2.2 Shiga Toxin-Rezeptoren 
2.2.1 Struktur und Biologie der Shiga Toxin-Rezeptoren 
Die funktionellen Rezeptoren für Stx sind Glykosphingolipide, mit denen die Stx binden, um 
ihre Aktion zu bewirken (JACEWICZ et al., 1986; LINGWOOD et al., 1987; LINDBERG et 
al., 1987; ACHESON et al., 1990; WADDELL et al., 1988; RKI, 1999a). Diese 
Glykosphingolipide befinden sich oft in der Zelloberfläche (STECK und DAWSON, 1974). 
Damit sind sie die Basis bestimmter Blutgruppen-Antigene (LANDSTEINER und LEVINE, 
1927; LEVINE et al., 1951; SANGER, 1955; NAIKI und MARCUS, 1975; MARCUS et al., 
1981) und sie sind Rezeptoren für Toxine (VAN HEYNINGEN, 1977; JACEWICZ et al., 
1986; LINGWOOD et al., 1987; LINDBERG et al., 1987; WADDELL et al., 1988) und 
Ionen (HANSSON et al., 1978). Die Struktur dieser speziellen Zellwandrezeptoren besteht 
aus einem Ceramid, einem Zucker und einem Amino-Rest (MARCUS et al., 1981; BOCK et 
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al., 1984; LINDBERG et al., 1987). Die minimal notwendige Struktur für die Bindung mit 
der B-Untereinheit des Stx (JACEWICZ et al., 1986; STEIN et al., 1992) ist das freie Ende 
Galα1-4Gal (LINDBERG et al., 1987; WADDELL et al., 1988). 
Die Stx-Rezeptoren haben sowohl „in vivo“ als auch „in vitro“ eine besondere Bedeutung. 
„In vivo“ werden durch Stx Gewebe geschädigt, die reich an Rezeptoren sind (CHANTER et 
al., 1986; SCHOONDERWOERD et al., 1988; RICHARDSON et al., 1988; GANNON et 
al., 1989; MACLEOD et al., 1991; ZOJA et al., 1992). „In vitro“ fanden einige Substanzen 
dieser Gruppe bei der Diagnostik von Stx mit Hilfe von ELISAs Anwendung (ASHKENAZI 
und CLEARY, 1989; BASTA et al., 1989; ACHESON et al., 1990; RICHTER et al., 1997). 
Von besonderer Bedeutung sind das Gb3 und Gb4 sowie das Blutgruppenantigen P1 und die 
P1-like Struktur (Tab. 4). 
Tab. 4: Übersicht über Stx-Rezeptoren (MARCUS et al., 1981; LINDBERG et al., 
1987; OOSTERWIJK et al., 1991; MIYAMOTO et al., 1997) 
Bezeichnung(en) Zusammensetzung Bindung mit 
Gb3, CTH, Pk Galα1>4Galβ1>4GlcβCer Stx1, Stx2 
P1 Antigen Galα1>4Galβ1>4GlcNAcβ1>3Galβ1>4GlcβCer Stx1, Stx2 
P1-like Struktur Galα1>4Galβ1>4GlcNAc Stx1, Stx2 
Gb4, Globosid, P GalNAcβ1>3Galα1>4Galβ1>4GlcβCer Stx2e 
2.2.2 Vorkommen der Shiga Toxin-Rezeptoren 
Die Stx-Rezeptoren befinden sich in den Membranen verschiedener Zellgewebe bei Mensch 
und Tier, z.B. bei Erythrozyten vom Mensch und Schwein (LEVINE et al., 1951; MARCUS 
et al., 1981; OOSTERWIJK et al., 1991; SYLVESTER et al., 1996), Darmepithelzellen bei 
Mensch und Kaninchen (JACEWICZ et al., 1986; OOSTERWIIJK et al., 1991). Das 
kapillare Endothel und die Kortikalschicht der Niere beim Menschen sind reich an Gb3 
(BOYD und LINGWOOD, 1989; OOSTERWIIJK et al., 1991), und dadurch sind diese als 
Zielgewebe von Stx zu betrachten (RICHARDSON et al., 1992; RKI, 1999a). Im 
Nierengewebe des Rindes fehlt das Gb3, daher konnten experimentell keine renalen 
Läsionen hervorgerufen werden (BOYD und LINGWOOD, 1989). Auch bei bestimmten 
Tumoren des Menschen ist die Expression des Gb3 erhöht; z.B. beim Burkitt-Lymphoma 
(WIELS et al., 1984; NUDELMAN et al., 1983; OOSTERWIIJK et al., 1991) sowie 
verschiedenen Karzinomen, Lymphomen und Leukämien (LINGWOOD et al., 1998; 
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OOSTERWIIJK et al., 1991). Die Anwendung von Stx als antineoplastisches Agens wurde 
vorgeschlagen (LINGWOOD et al., 1998). Die Hypothese, dass die Stx durch kompetitive 
Bindung mit den Rezeptoren an den Erythrozyten von Patienten mit P1-Antigen statt mit 
dem Zielgewebe als Schutzfaktor gegen HUS betrachtet werden könnte (TAYLOR et al., 
1990), ließ sich nicht bestätigen (ASHIDA et al., 1999). 
Zahlreiche Zelllinien enthalten auch Stx-Rezeptoren (BLOMBERG et al., 1981; JACEWICZ 
et al., 1986; WADDELL et al., 1988; MIYAMOTO et al., 1997). Insbesondere haben Vero- 
und HeLa-Zelllinien eine besondere Bedeutung beim Nachweis von Stx 
(KONOWALCHUK et al., 1977; GENTRY und DAILRYMPLE, 1980; MACLEOD et al., 
1991). Auch bei Echinococcus granulosus und Echinococcus multilocularis wurden Stx-
Rezeptoren beschrieben (CAMERON und STAVELEY, 1957; ACHESON et al., 1990; 
MAKNI et al., 1992). In der Flüssigkeit der Zysten von E. granulosus konnte ein Antigen in 
großen Mengen nachgewiesen werden, das sowohl gegen Anti-P1 wie auch gegen Anti-Pk 
reagierte (MAKNI et al., 1992). 
2.3 Nachweismethoden von Shiga Toxin-bildenden Escherichia coli 
Nach SELBITZ et al. (1992) war für die Isolierung und Differenzierung der Spezies E. coli 
im klassischen Sinne ein Toxinnachweis nicht erforderlich. Aus heutiger Sicht ist das Stx 
das wichtigste diagnostische Merkmal für den Nachweis von STEC (LEVINE, 1987; 
KARMALI, 1989; RKI, 1999a). 
Es gibt eine umfassende Darstellung diagnostischer Nachweismethoden von STEC/EHEC 
für den Fall der Notwendigkeit einer gezielten Untersuchung auf EHEC beim Menschen 
(RKI, 1999a). Die geltenden Empfehlungen zu Indikationen und zum labordiagnostischen 
Vorgehen (Tab. 5) wurden 1997 von der Arbeitsgruppe VTEC/EHEC des Robert-Koch-
Institutes und des Bundesinstitutes für gesundheitlichen Verbraucherschutz und 
Veterinärmedizin (BgVV) sowie der Fachgruppe ›Gastrointestinale Infektionen‹ der 
Deutschen Gesellschaft für Hygiene und Mikrobiologie (DGHM) erarbeitet. Das Ziel der 
Labordiagnostik ist die Erregerisolierung mit Toxinnachweis. 
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Tab. 5: Empfehlungen zur Labordiagnostik von EHEC- Infektionen (RKI, 1999a) 
1. Verfahren für den Toxin- bzw. Toxingennachweis 
Stx-PCR aus Kolonieabschwemmung oder Anreicherung 
Stx-ELISA aus Anreicherung 
Vero-Zellen-Zytotoxizitätstest aus Stuhlüberstand, mit oder ohne Vorkultur 
Kolonie-Immunoblot 
2. Verfahren für die Erregerisolierung 
Enterohämolysin-Agar, mit oder ohne Antibiotika-Supplement 
SMAC (Indikatornährboden zum Nachweis von NSF-O157:H7) 
Kolonie-Blot-Hybridisierung 
Nur für E. coli O157: Immunmagnetische Separation in Kombination mit Subkultivierung auf 
festem Nährboden (SMAC oder CT-SMAC; SF-O157 wachsen nicht auf CT-SMAC)  
Zum „screening“ sollten zwei der oben angegebenen Verfahren verwendet werden, darunter 
zwingend ein Verfahren der Gruppe 1. Die Verdachtsdiagnose bedarf der Bestätigung 
entweder durch ein weiteres der Verfahren der Tab. 5 oder durch die Charakterisierung des 
Isolates als EHEC mit einem phänotypischen bzw. genotypischen Stx-Nachweis. Bei HUS 
oder TTP sollte eine Untersuchung des Serums auf Lipopolysaccharid-Protein-Komplex-
Antikörper gegen E. coli O157 erfolgen. Der isolierte Erreger sollte weitergehend im 
Referenzlabor charakterisiert werden (RKI, 1999a). 
2.3.1 Vero-Zell-Neutralisationstest 
Toxizitätstests auf Zelllinien sind die klassische Standardmethode zum direkten Nachweis 
von Stx (KONOWALCHUK et al., 1977; KARMALI, 1989; ACHESON et al., 1989). Die 
erste Beschreibung eines Toxizitätstests für ein neues Toxin von E. coli, die dann VT 
genannt wurde, stammt von KONOWALCHUK et al. (1977). Ein zytopathischer Effekt 
einer auf einem dicht gewachsenen Vero-Zellrasen aufgetragenen Toxinpräparation 
(sterilfiltrierter Überstand aus einer E .coli-Voranreicherung, Typ H30) wurde festgestellt. 
Die so behandelten Zellen zeigten im Mikroskop pathologische Veränderungen wie 
Abrunden und Einschrumpfen sowie das Ablösen der Vero-Zellen von der Zellkulturplatte 
(KONOWALCHUK et al., 1977). Es sind auch Toxizitätstests zum Stx-Nachweis unter 
Anwendung anderer Zelllinien, hauptsächlich HeLa-Zellen, beschrieben worden (KEUSCH 
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et al., 1972; GENTRY und DAILRYMPLE, 1980; ASHKENAZI und CLEARY, 1989; 
BALL et al., 1994). 
Der Zeitbedarf dieser Tests ist unterschiedlich. Beim ursprünglichen Test 
(KONOWALCHUK et al., 1977) wurde nach 5 bis 6 Tage abgelesen. Das Robert-Koch-
Institut sieht eine Durchführungszeit zwischen 1 und 3 Tagen vor (RKI, 1999a). Als 
zeitsparenden Schritt fügten GENTRY und DAYLRYMPLE (1980) eine Toxinpräparation 
von Shigella dysenteriae sowie frisch abtrypsinierte Vero-Zellen zusammen und verkürzten 
damit die Dauer des Tests um einen Tag. Laut Meinung mehrerer Autoren ist der Vero-Zell-
Test teuer, zeit- und arbeitaufwendig (KONMUANG et al., 1987; DOWNES et al., 1989; 
ASHKENAZI und CLEARY, 1989; BASTA et al., 1989). Erfahrung in der Zellzucht sowie 
eine spezielle Laboreinrichtung sind notwendig. Die Ergebnisse werden durch das 
unterschiedliche Wachstum der Zellen beeinträchtigt. Die am Mikroskop beobachteten 
Veränderungen lassen sich schwer objektivieren. Aus diesem Grund ist der Vero-Zell-Test 
als „screening“-Test nicht geeignet. 
Vero-Zell-Tests haben als zusätzlichen Nachteil eine gewisse Anzahl von falsch positiven 
Ergebnissen (BASTA et al., 1989; RANDALL et al., 1997; BONARDI et al., 2000). Auch 
das LT von ETEC ist in der Lage, einen zytopathischen Effekt bei Vero-Zellen 
hervorzurufen (WRAY und WOODWARD, 1994). Nach LAW et al. (1992) sollte jegliche 
toxische Aktivität auf Zelllinien mit einem Neutralisationstest bestätigt werden. 
Beim Neutralisationstest wird versucht, die zytopathische Wirkung von Toxinpräparationen 
durch Zugabe einer Ak-enhaltenden Lösung zu neutralisieren. Die ersten Zytotoxizitäts-
Neutralisationstests bei Stx wurden in den 80-er Jahren durchgeführt (O’BRIEN et al., 1982; 
SCOTLAND et al., 1985; DOWNES et al., 1988; HEAD et al., 1988). 
SCOTLAND et al. (1985) führten Neutralisationstests mit polyklonalen Ak (pAk) durch. 
RANDALL et al. (1997) sowie WIELER (1997) führten Neutralisationstests mit 
monoklonalen Ak (mAk) durch. 
Der VZN nach RANDALL et al. (1997) besteht aus zwei Komponenten. Zuerst wird das 
Probenmaterial mit einem Toxizitätstest auf Vero-Zellen (Vero-Zell-Toxizitätstest) 
untersucht. Die positiven Proben werden dann spezifisch mit mAk gegen Stx1 (13C4) und 
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Stx2 (11E10, 11F11) (PERERA et al., 1988; STROCKBINE et al., 1985) in einem 
Toxizitätsneutralisationstest ausgetestet. Der VZN ist bisher nicht standardisiert worden. 
Das Vorkommen morphologischer Änderungen bei Zelllinien war das erste angewendete 
Kriterium zur Auswertung des zytopathischen Effektes der Stx (KONOWALCHUK et al., 
1977; KARMALI et al., 1983; KONMUANG et al., 1987; BLANCO et al., 1996). Dieser am 
Mikroskop beobachtete zytopathische Effekt wurde durch subjektive Kriterien bewertet 
(KONOWALCHUK et al., 1977; KARMALI et al., 1983; YUTSUDO et al., 1987; KARCH 
et al., 1988; CLARKE et al., 1989; WILSON et al., 1992; RANDALL et al., 1997; 
BONARDI et al., 2000). 
Verschiedene Färbungsmethoden sind zum Nachweis der Toxizität bei Stx angewendet 
worden. Durch die Anwendung einer Kristallviolettfärbung (KV-Färbung) war es möglich, 
die auf dem Zellrasen lebenden Zellen zu fixieren und zu färben (CLARKE et al., 1989; 
MACLEOD und GYLES, 1990). Mittels zusätzlichen Lösens der gefärbten Zellen konnte 
die Menge aufgenommenen Farbstoffs pro Vertiefung spektralfotometrisch gemessen 
werden (GENTRY und DAYLRIMPLE, 1980; FRANKE, 1994). Nach BREY (1998) wird 
die Einstellung dieses Verfahren durch subjektive mikroskopische Beurteilung 
beeinträchtigt, da die Auszählung und Differenzierung der ungefärbten Zellen mit dem 
Mikroskop problematisch ist. 
Vitalfärbungen auf der Basis enzymatischer Reaktionen sind auch zum Stx-Nachweis 
eingesetzt worden. Die Abnahme der mitochondrialen Transformationsrate von 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyl)-Tetrazoliumbromid (MTT) zu unlöslichem Formazan 
konnte als Indikator für die zytotoxische Wirkung von Stx, mit Hilfe von Antikörpern zur 
Stx-Differenzierung, eingesetzt werden (HÖRMANSDÖRFER, 1991). 
Der MTT-Test konnte für den Stx-Nachweis erfolgreich durchgeführt werden (WIELER 
1997; BREY, 1998; WILLIAMS et al., 1999). Obwohl der MTT-Test sehr weit verbreitet 
ist, ist er für spektralfotometrische Messungen als unvorteilhaft anzusehen, weil das 
Formazan nicht wasserlöslich ist (ISHIYAMA et al., 1993). Andere Tetrazoliumsalze wie 
2,3-bis(2-Methoxi-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-5-[(Phenylamino)Carbonyl]-2H-
Tetrazoliumhydroxid (XTT) und 4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-Nitrophenyl)-2H-5-Tetrazolio]-
1,3-Benzenedisulfonat (1a) (INT,1a) erwiesen sich als vorteilhafter als MTT. Diese beiden 
Farbstoffe ergeben wasserlösliche Formazanprodukte, die die Einstellung von Zelltests 
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vereinfachen (PAULL et al., 1988; ISHIYAMA et al., 1993). Das INT,1a ist sensitiver als 
MTT und XTT (ISHIYAMA et al., 1993). 
WILLIAMS et al. (1999) und GRIF et al. (1998) wendeten für ihre Stx-Versuche den LDH-
Test an. Dieses Enzym wird aus dem Zytosol beschädigter Zellen freigesetzt. Gesunde 
Zellen enthalten ein basales Niveau an freiem LDH. 
Eine weitere Möglichkeit der quantitativen Auswertung von Zelltests erfolgt durch die 
Zählung der Zellen. Die mit Stx behandelten Zellen können nach dem Ablösen vom 
Zellrasen mit Hilfe einer Neubauer-Kammer unter dem Mikroskop direkt gezählt werden 
(KEUSCH et al., 1972). Diese Zählungstechnik ist zeitaufwändig und mit 
Fehlermöglichkeiten behaftet (FIEBLINGER et al., 1995). Alternativ können die Zellen 
indirekt mit Hilfe von Geräten gezählt werden. Durch die Zugabe von H3-Thymidin ist es 
möglich, dass die Zellen als radioaktiver Impuls mit einem ß-Szintillationszähler gezählt 
werden (BARLETT et al., 1986; ASHKENAZI und CLEARY, 1989; CLEARY et al., 1985). 
Eine geeignete Alternative zur Bewertung toxischer Substanzen auf Zelllinien stellt die 
sogenannte Partikelgrößenanalyse dar. Mit Hilfe moderner Messsysteme wie eines 
Partikelzählers können verschiedene Größen zur Auswertung der Zellvitalität wie Zellzahl 
und Größenveränderungen festgestellt werden. So lassen sich toxische Auswirkungen gut 
erfassen, darstellen und auswerten. Die Kriterien zur Bewertung der Toxizität gehen über 
einfache Veränderungen der Proliferation hinaus (FIEBLINGER et al., 1995; HÄNEL et al., 
1998). Das Coulter-Gerät arbeitet nach dem Coulter-Messprinzip. Gemessen werden 
elektrische Impulse, die bei der Bewegung von Partikeln in einer Elektrolytlösung entstehen 
(COULTER, 1956). Im Normalfall zeigt die Messung bei gesunden Zellen eine Gauss-
ähnliche Verteilung der Partikel. Veränderungen der Anzahl sowie Partikelgröße können 
schnell und übersichtlich erkannt werden (FIEBLINGER et al., 1995). 
2.3.2 Immunologische Verfahren 
2.3.2.1 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
Zahlreiche ELISAs stehen zum Stx-Nachweis zur Verfügung. Ihre Durchführung ist leichter, 
schneller und preiswerter als die von Toxizitäts- und Toxizitätsneutralisationstests. ELISAs 
sind ohne Notwendigkeit spezieller Laboreinrichtungen sowie Erfahrung in der Zellzucht 
realisierbar (KONMUANG et al., 1987; BASTA et al., 1989; DOWNES et al., 1989). Im 
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Gegensatz zu Toxizitätstests können mittels einfacher und schneller spektralfotometrischer 
Messungen quantitative Ergebnisse ermittelt werden (ASHKENAZI und CLEARY, 1989). 
Mehrere kommerzielle ELISA sind für die Routinediagnostik als „screening“-Verfahren 
angewendet worden. Sie detektieren Stx unabhängig vom Serotyp (BREY, 1998). Am 
häufigsten wurde in Deutschland der EIA-Test Premier EHEC von Hiss DiagnosticsTM 
(heute durch Novitec ersetzt) eingesetzt. Dieser Test verfügt seit längerer Zeit über die 
Zulassung zur Untersuchung von Stuhl-, Kot- und Milchproben (BÜLTE et al., 1998). Er 
weist Stx in Lebensmittel- und Stuhlproben nach (BREY, 1998). 
Andere nichtkommerzielle ELISAs sind zum Nachweis von STEC angewendet worden. In 
der Regel handelt es sich um Sandwich-ELISAs. Funktionsprinzip ist, dass die Stx-Moleküle 
an einer festen Phase (Mikrotiterplatte) mit Hilfe eines Stx-Bindungsmolekül (Capture- oder 
Fangmolekül) erst an der Mikotiterplatte gebunden und dann mit einem zweiten Antikörper 
(„Entwicklungs-Ak“) nachgewiesen werden (ASHKENAZI und CLEARY, 1989; 
ACHESON et al., 1990; RANDALL et al., 1997; RICHTER et al., 1997). Die Art des Stx-
Fangmoleküls sowie des Entwicklungs-Ak sind die Hauptmerkmale, die die verschiedenen 
ELISAs unterscheiden. Die Anwendung von pAk mit mehreren Bindungsstellen zum Stx 
steigert die Sensitivität von ELISAs (YOLKEN et al., 1977; YOLKEN et al., 1982), senkt 
aber die Wiederholbarkeitssicherheit. Außerdem ist die Gewinnung von pAk aufwendiger 
als bei mAk (BALL et al., 1994). Aus diesem Grund ist die Anwendung kommerzieller mAk 
sowie IgG-Konjugate vorteilhafter (ASHKENAZI und CLEARY, 1989; DOWNES et al., 
1989). 
Mitomycin C ist zur Steigerung der Stx-Produktion oft angewendet worden (LAW et al., 
1992; TIMM et al., 1996; RICHTER et al., 1997; RANDALL et al., 1997; BREY, 1998), 
weil damit die Sensitivität des Tests erhöht wird (LAW et al., 1992; RANDALL et al., 
1997). Der Hauptnachteil des Mitomycin C besteht darin, dass es karzinogene Eigenschaften 
hat und dadurch als potentiell gesundheitsgefährlich anzusehen ist (BÜLTE et al., 1998). 
Ende der 80-er Jahre erschienen die ersten ELISAs für Stx. Bei diesen Tests wurden 
überwiegend pAk benutzt (DONOHUE-ROLFE et al., 1986; KONMUANG et al., 1987; 
DOWNES et al., 1989). 
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RANDALL et al. (1997) entwickelten einen ELISA mit mAk (13C4 gegen Stx1, 11E10 und 
11F11 gegen Stx2) als Capture- und zweiten Ak. Der zweite Ak wurde biotinyliert. Der Test 
wurde für Kotproben von Rindern und anderen Haustieren eingesetzt. Im Vergleich mit 
einem Vero-Zytotoxizitätstest ergab er eine Sensitivität von 97,6% und eine Spezifität von 
100%. Er detektierte zwischen 10-103 CFU/g Kot für Stx1 und 1-10 CFU/g Kot für Stx2. Ein 
ähnlicher ELISA auf der Basis von mAk (BALL et al., 1994) erwies sich als weniger 
sensitiv als der Vero-Zytotoxizitätstest (102-104-fach bei Stx1, 103-fach bei Stx2). 
Vorteilhaft bei diesen Tests ist die Anwendung von mAk als Fangmolekül, die wesentlich 
preiswerter zu gewinnen sind als Gb3. 
ASHKENAZI und CLEARY (1989) benutzten Gb3 menschlicher Erytrozyten als 
Beschichtungsmolekül und den mAk 13C4 zur Detektion hochgereinigter Toxine von 
Shigella dysenteriae. Dieser Test hat eine hohe Sensitivität und Spezifität und detektiert 
0,2 ng pro Vertiefung (2 ng/ml) gereinigtes Toxin. Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass 
Gb3 sowie 13C4 und auch das Peroxidasekonjugat (POK) stardardisiert kommerziell 
erhältlich sind, damit können gleichmäßig objektive Ergebnisse erzielt werden. Der 
Hauptnachteil dieser Tests liegt an der hydrophoben Natur des Gb3, eine spezielle 
Beschichtungsmethode ist notwendig (z.B. unter Anwendung von Butanol-Methanol). 
BASTA et al. (1989) berichteten über unzuverlässige Ergebnisse bei der Beschichtung mit 
Gb3. Eine „Deacylierung“ ergab das weniger hydrophobe „lyso-Gb3“ als effektiven Stx1-
Rezeptor. Dieser Rezeptor wurde für einen ELISA zur Erkennung von Stx1 bei bakteriellen 
Zellkulturüberständen angewendet. 
RICHTER et al. (1997) entwickelten ihren VT-Rezeptor-ELISA „BgVV“ zur Erkennung 
von Stx1 und Stx2 bei Rinderkotproben. Das Fangmolekül war das P1-like-Glykoprotein, das 
sich in der grob gereinigten Hydatidenflüssigkeit (HF) von Echinococcus granulosus befand. 
Als Entwicklungs-Ak wurden 13C4 und 11E10 angewendet. Dieser ELISA wurde zum 
Nachweis von Stx1 bzw. Stx2 bei Rinderkotproben und Stx-positiven Isolaten aus 
Rinderkotproben und Lebensmittel tierischer Herkunft eingesetzt (WEBER et al., 1997; 
RICHTER et al., 1997; RICHTER et al., 1998). Der ELISA nach RICHTER et al. (1997) 
weist 300 pg Stx pro ml nach (KLIE et al, 1995). Der Hauptnachteil dieses Verfahrens 
besteht darin, dass der „cut-off“ (0,1 OD höher als die Negativkontrolle) empirisch festgelegt 
wurde. ACHESON et al. (1990) entwickelten einen ELISA mit HF zur Beschichtung und 
pAk gegen Stx1 von S. dysenteriae Typ 1 und Stx2 von E. coli C600-933W. Dieser Test 
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detektierte 80 pg Stx1 bzw. 132 pg Stx2 pro Vertiefung (800 pg Stx1 bzw. 1,32 ng Stx2 
pro ml). Im Vergleich mit einer Beschichtung mit dem mAk 4D3 (gegen der B-Untereinheit 
von Stx) ergab der HF-ELISA eine geringere Sensitivität (Faktor 2). 
2.3.2.2 Immunoblots 
Verschiedene Kolonieblot-Verfahren unter Anwendung von Antikörpern sind zum 
spezifischen STEC-Nachweis beschrieben worden. TIMM et al. (1996) stellten eine 
Methode zur gezielten Isolierung von STEC-Kolonien als Weiterentwicklung der von HULL 
et al. (1993) beschriebenen Arbeitsmethode vor. Auf der Basis einer Doppelmembran-Agar-
Technik werden Stx mittels mAk spezifisch nachgewiesen, während die entsprechenden Stx-
bildenden Kolonien auf der anderen Membran lokalisiert werden. 
BÜLTE et al. (1998) stellen als entscheidenden Vorteil dieses Verfahrens, die Erkennung 
einer einzelnen Stx-positiven Kolonie innerhalb einer bis zu drei Zehnerpotenzen höheren 
Begleitflora heraus. Der Test sollte nach dem Einsatz eines „screening"-Tests bei befundeten 
Stx-positiven Proben erfolgen (BREY, 1998). 
2.3.3 Molekularbiologische Verfahren 
1983 wurde von MULLIS die PCR entwickelt. Die erste Publikation über die PCR erschien 
1985 (SAIKI et al., 1985). Bei dieser Methode wird die natürliche DNS-Replikation unter 
Anwendung von kurzen und spezifischen Oligonukleotidprimern imitiert. Ein bestimmtes 
Gensegment wird durch Wiederholung von Zyklen (Denaturierung, Hybridisierung, 
Polimerisation) exponentiell vermehrt (WINK und WEHRLE, 1994). 
PCRs werden seit 1989 zum Nachweis von Stx-bildnern erfolgreich eingesetzt. Bei der 
klinischen EHEC-Diagnostik hat die PCR durch ihre hohe Empfindlichkeit und kurze 
Testdauer bei einer großen Probenanzahl zum gleichzeitigen Nachweis verschiedener 
Virulenzmerkmale (z.B. Stx1, Stx2, eae, EHEC-Hly, 60 Mda Plasmid) eine große 
Bedeutung (KARCH und MEYER, 1989; YU und KAPER, 1992; PATON et al., 1993; 
SCHMIDT et al., 1993; CEBULA et al., 1995; FRATAMICO et al., 1995; BLANCO et al., 
1996; OSEK, 2003). Einige PCRs zur Subtypisierung der stx (RÜSSMANN et al., 1995; 




Diese Nachweismethode ist für den Nachweis von STEC geeignet, weil geringe Keimzahlen 
(z.B. 10 E. coli O157:H7 pro Gramm Lebensmittel) in der Lage sind, gravierende 
Krankheitsausbrüche auszulösen. Bei vielen Proben sind weniger als 1% der vorhandenen 
E. coli STEC (RILEY, 1987; KARMALI, 1989; BLANCO et al., 1996). Außerdem werden 
die Keime auch während des akuten Krankheitsstadiums nur in geringer Menge 
ausgeschieden (RKI, 1999a). 
Die PCR bei Reinkulturen bereitet keine Schwierigkeiten. Dagegen muss der Nachweis von 
EHEC/STEC direkt aus Probenmaterial mittels PCR kritisch beurteilt werden. Der 
mikrobiologische Nachweis der Erreger aus einer PCR-positiven Probe gelingt nicht immer 
(BREY, 1998). 
Gentechnische Methoden liefern nur potentielle Nachweise, weil ein positiver Gennachweis 
nur das potentielle Ausprägen eines bestimmten Merkmales (in dem Fall die Produktion von 
Stx) anzeigt, ohne dass das Vorkommen von infektiösen, lebensfähigen Erregern bewiesen 
wird oder eine Aussage über die Expression des Stx aus diesen Genen getroffen werden 
kann. Daher sollte ein positiver Befund bei der PCR immer durch die Anzüchtung der 
entsprechenden Kolonie bestätigt werden (BÜLTE et al., 1998). Dagegen zeigten BLANCO 
et al. (1997) in ihrer Studie, dass die PCR zum Nachweis von stx1/stx2-Genen die 
geeignetste Methode zum Nachweis von STEC non-O157:H7 ist. Für die Isolierung von 
STEC O157:H7 schlug diese Arbeitsgruppe die immunomagnetische Trennung (IMS) 
(CHAPMAN et al., 1994) vor. 
Bei der PCR nach KARCH und MEYER (1989) wird ein einzelnes Primerpaar (MK1/MK2) 
angewendet. Diese degenerierten Primer vermehren ein 224 bp-Fragment von stx1 oder ein 
227 bp-Fragment von stx2 (KARCH und MEYER, 1989). Da die Primer mit keinem der stx-
Genfragmente identisch sind, wurde eine Homologie zwischen Primer und sequenzierten 
Genfragment von mindestens 90% erreicht (BREY, 1998). Beim positiven Ergebnis müssen 
weitere Untersuchungen zur Erregerkultivierung durc
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Probenmaterial 
3.1.1.1 Escherichia coli-Feldisolate 
100 aus Rinderkotproben gewonnene E. coli-Feldisolate wurden für die Validierung eines 
ELISAs (RICHTER et al., 1997) angewendet. 
24 aus Rinderkotproben gewonnene E.  coli-Feldisolate wurden für die Auswertung des 
VZN mit Hilfe des MTT-Färbeverfahrens angewendet. 
Ein aus Rinderkotproben gewonnenes E. coli-Feldisolat wurde für die Feststellung der 
Zellkonzentrationen in Beziehung zu den Überlebensraten in der Einstellungsphase der 
Quantifizierung von Ergebnissen des VZN mit Hilfe des Partikelzählers Coulter Z2 
angewendet. 
3.1.1.2 Rinderkotproben 
Aus vier landwirtschaftlichen Betrieben Brandenburgs und Sachsen-Anhalts (drei 
Rindermastbetriebe, ein Milchbetrieb mit Färsenaufzucht) wurden im Zeitraum vom 15.1.97 
bis 31.12.99 Kottupferproben gewonnen. In den vier Betrieben wurden insgesamt 5 
Tiergruppen beprobt. 
Der Parallelversuch zum Vergleich zwischen ELISA und PCR wurde mit 1030 
Rinderkotproben durchgeführt. Sie wurden parallel auf das Vorhandensein von STEC mit 
der MK1/MK2-PCR (KARCH und MEYER, 1989) und mit dem ELISA nach RICHTER et 
al. (1997) untersucht. 
Im Betrieb A wurde eine Gruppe aus 25 Tieren (24 Bullen, 1 Färse) untersucht. Die Tiere 
waren Rotbunte und Hybriden der Rassen Hereford-Rotbunt und Hereford-Schwarzbunt. 
Der Gesundheitszustand war unauffällig ohne Tierverluste in der Aufzuchtphase. Zwei Tiere 
wurden in Mai 1997 geschlachtet. 
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Die Gruppe vom Betrieb B bestand aus 31 schwarzbunten Rindern (29 Bullen, 2 Färsen). In 
den ersten 5 Monaten starben 9 der 31 Tiere im Alter von 6 bis 8 Wochen. Zeitweilig starben 
bis 50% der neugeborenen Kälber, viele Rinder hatten Durchfall- und 
Atemwegserkrankungen. Rota- und Coronaviren sowie Cryptosporidien wurden in den 
Kotproben nachgewiesen. Die Bullen wurden vor dem Transport zum Schlachthof 
(Transportzeit ungefähr 3 Stunden), vor der Schlachtung und nach der Schlachtung beprobt. 
Die Gruppe im Betrieb C bestand aus 25 Schwarzbunten Färsen. In den ersten 3 Monaten 
starben 8 der 25 Färsen. Die Kälberverluste waren zeitweilig hoch, viele Tiere litten an 
schweren Pneumonien. Die Tiere wurden von der Geburt bis Mai 1998, dann von Dezember 
1998 bis Mai 1999 beprobt. 
Beim Betrieb D wurden zwei Gruppen Schwarzbunter Bullen beprobt und getrennt 
betrachtet. Gruppe D1 bestand aus 23 Tieren, sie wurden von der Geburt bis vor und direkt 
nach der Schlachtung beprobt (Transportzeit ca. 2,5 Stunden). Gruppe D2 bestand aus 25 
Tieren. Sie wurden zwischen Januar 1999 und Dezember 1999 beprobt. Der 
Gesundheitszustand im Betrieb D war ohne besonderen Befund. 
Die Probenentnahme wurde im Wochenrhythmus durchgeführt. Jede Tiergruppe wurde 
einmal im Zeitabstand von 3 bis 4 Wochen beprobt. Entnommen wurden die Proben rektal 
mit sterilen Abstrichbestecken. Die Verarbeitung der Proben erfolgte zwischen 1 und 3 
Stunden nach der Entnahme. 
3.1.2 Escherichia coli-Kontrollstämme 
3.1.2.1 Referenzstämme 
Als Referenzstämme wurden K-12 E. coli-Stämme angewendet, bei denen in einigen Fällen 
die Eigenschaft der Ausprägung von Stx gentechnisch eingeführt worden war (Tab. 6). 
Tab. 6: Charakteristik der Referenzstämme 
E. coli K-12 Stx Beschreibung Referenz 
E. coli CWC600 - Fλ-thi-1thr-1 leuB6 lacY1 tonA21 supE44 CALDERWOOD et al., 1987 
E. coli CWC600/J1 1 CWC600mit stx1 von E. coli-Stamm EDL933, 
kloniert in pACYC184 (Ampr, Cmr)  
JACKSON et al., 1987 
E. coli CWC600/W34 2 CWC600mit stx2 von E. coli-Stamm EDL933, 
kloniert in pACYC184 (Ampr, Cmr) 
JACKSON et al., 1987 
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3.1.2.2 Bekannte Escherichia coli-Feldisolate 
Hierbei handelt es sich um E. coli-Isolate mit bekannten Eigenschaften, die zusätzlich als 
Kontrolle benutzt wurden (Tab. 7). 
Tab. 7: Charakteristik von bekannten E. coli Feldisolaten (GALLIEN, pers. Mitt., 
04.02.2004) 
Isolat Stx Andere Hauptvirulenzmerkmale Serovar Herkunft 
H19 1 eae+(β), EHEChly+ O26:H11 RKI 
B2 (161-84) 1,2 eae+(γ), EHEChly+ O157:H7 RKI 
B5 (CB4170) - Nicht geprüft O78:H- RKI 
B7 (CB282) 1 eae+, EHEChly+ O26:H11 RKI 
3.1.3 Zellkulturen 
Die Vero-Zelllinie ist eine adhärente Nierenkarzinomzellkultur der Grünen Meerkatze. Diese 
wurde freundlicherweise von der Zellbank des Friedrich-Loeffler-Instituts, Insel Riems, 
bereitgestellt (Tab. 8). 
Die kommerziellen Hybridoma-Zelllinien 13C4 und 11E10 dienten zur Herstellung der 
monoklonalen Antikörper IgG1(κ) gegen Stx1 und gegen Stx2 (Tab. 8). Sie wurden bei der 
ATCC (Manassas, U.S.A.) kommerziell erworben. 
Tab. 8: Eigenschaften der angewendeten Zellkulturen 
Zellkultur Herkunft mAk-Bildung gegen ATCC-Nr. Referenz 
Vero 76 Grüne Meerkatze - CRL1587 EARLEY UND JONHSON, 1988 
13C4 Maus B-Untereinheit von Stx1 CRL1794 STROCKBINE et al., 1985 
11E10 Maus A-Untereinheit von Stx2 CRL1907 PERERA et al., 1988 
3.1.4 Hydatidenflüssigkeiten von Echinococcus granulosus 
Im Verlauf der Arbeiten kamen zwei unterschiedliche Chargen von HF zum Einsatz: 
Charge R wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Richter (BgVV, Dessau) als 
gebrauchsfertig zur Verfügung gestellt. Die Flüssigkeit war wie folgt behandelt: 
Zentrifugation bei 5°C, 3000 g, 30 min, Gewinnung des Überstands, Portionierung und 
Lagerung bei –20 °C. Diese Charge wurde als Referenz verwendet. 
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Charge S wurde von Herrn Dr. Romig (Institut für Zoologie, Universität Hohenheim, 
Suttgart) freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Die Flüssigkeit wurde wie bei der 
Charge R beschrieben behandelt.  
3.2 Weitere Materialien 
Die angewendete Chemikalien, Geräte, Laborzubehör, PCR-Primer und Software sind als 
Anhang (Kapitel 10) verfasst worden. 
3.3 Methoden 
3.3.1 Anzucht von Escherichia coli-Feldisolaten 
Die 100 E. coli-Feldisolate wurden aus einer Stammhaltung (Anzucht auf NBI oder LBB, 
Verdünnung 1:1 mit Glycerol, Lagerung bei –20°C bzw. –80°C) auf NAI-Platten 
ausgestrichen und über Nacht bei 37°C angezüchtet. Anschließend wurden die Feldisolate 
für die Validierung des ELISA nach RICHTER et al. (1997) mit modifizierter Trypticase 
Soja Bouillon mit Mitomycin C (mTSB) vorangereichert. 
3.3.2 Anzucht von Kontrollstämmen  
Die Kontrollstämme wurden auf NAI-Platten bei 37°C angezüchtet und waren bei 4°C drei 
bis vier Wochen haltbar. Vor erneuter Nutzung wurden die Keime in Bouillon (mTSB oder 
NBI) verbracht und über Nacht im Schüttler bei 37°C, 180 U/min angezüchtet. 
3.3.3 Aufarbeitung von Rinderkotproben  
Die Rinderkotproben wurden mit jeweils 2 ml sterilen PBS durchgemischt. Für die 
Voranreichungen wurden jeweils 50 µl dieser Suspension verwendet und dem Medium (3 ml 
mTSB bzw. 3 ml LBB) zugesetzt. Die Anzucht erfolgte über Nacht im Schüttelinkubator bei 
37°C und 180 U/min. 
3.3.4 Anzucht von Vero-Zellen 
Die Vero-Zellen wurden in 250 ml Zellkulturflaschen im CO2-Brutschrank bei 37°C und 
5% CO2 in RPMI-1640 mit 2% FKS-Zusatz und 1% Penicillin-Streptomycin gezüchtet. Die 
Passage erfolgte alle drei bis vier Tage mit 2 ml Trypsin-Versen. Der Überstand wurde mit 
einer automatischen Pipettierhilfe (Pipetboy) abgesaugt und verworfen. Die Zelloberfläche 
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wurde mit ca. 2 ml Trypsin-Versen kurz abgespült, die Flüssigkeit dann abgesaugt. 2 ml 
Trypsin-Versen wurden auf den Zellrasen pipettiert. Die verschlossenen Zellzuchtflaschen 
wurden im Brutschrank ca. 5 min inkubiert, bis die Zellen sich von der Fläche lösten (der 
Vorgang wurde unter dem inversen Mikroskop kontrolliert). Die abgelösten Zellen wurden 
in der Lösung resuspendiert und in sterilen 15 ml-Röhrchen mit 10 ml RPMI-1640 mit 10% 
FKS-Zusatz gemischt. Die so entstandene Flüssigkeit wurde bei 100 g, 20°C, 10 min 
zentrifugiert. Der Überstand wurde mit dem Pipetboy abgesaugt, und das Zellpellet wurde in 
5 ml RPMI-1640+10% FKS resuspendiert. Eine kleine Menge dieser Suspension wurde zur 
Messung der Zellzahl mit dem Coulter Z2 benutzt. 
3.3.5 Anzucht von Hybridoma-Zelllinien* 
Die Zelllinien 13C4 und 11E10 wurden mit den Medien Dulbecco MEM oder RPMI-1640 
mit 3% FKS-Zusatz in 250 ml Zellkulturflaschen gezüchtet. Die serumfreien Zellkulturen 
wurden mit Ultradoma Medium in 50 ml Zellkulturflaschen gehalten. Inkubiert wurden sie 
wie unter Punkt 3.3.4 beschrieben. Die Zellen wurden möglichst wenig bewegt, die 
Zellpflege ungefähr jeden zweiten Tag durchgeführt. 
Die Hybridoma-Zelllinien wurden durch Abschabung passagiert. Dazu wurde der Überstand 
mit dem Pipetboy abgesaugt, eine kleiner Rest (ca. 5 ml) wurde stehengelassen. Mittels eines 
sterilen Abschabers wurde der Zellrasen nach unten abgeschabt. Die so gelösten Zellen 
wurden im Überstandrest resuspendiert und auf Zellflaschen mit frischem Medium verteilt. 
3.3.6 Gewinnung monoklonaler Antikörper* 
Die nach Punkt 3.3.5 abgesaugte Zellkulturüberstände wurden in sterilen 50 ml 
Plastikröhrchen kurz abzentrifugiert, um die zellfreie Flüssigkeit zu gewinnen. 
Der Überstand wurde abgenommen und in sterile Plastikröhrchen übergeführt, das Pellet 
wurde verworfen. Die Aktivität der monoklonalen Antikörper wurde, wie unter Punkt 3.3.8 





* Durchgeführt von B. Mintel und C. Schnick 
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3.3.7 Biotinylierung monoklonaler Antikörper 
Eine Charge des mAk 13C4, die nach dem Konzentrieren und Reinigen (s. Punkt 3.3.13.1) 
eine Aktivität im Immunoblot in Höhe von 1:250 zeigte (s. Punkt 3.3.8), wurde mit einem 
„Sulfo-NHS-Biotin“ Kit (Pierce, U.S.A.) biotinyliert. 
Nach Bestimmung des Proteingehaltes mittels UV-Extinktion (LAYNE, 1957) wurden 27 µl 
Biotinreagens pro ml der 13C4-enthaltenden Lösung zugegeben. Die Mischung wurde unter 
ständigem Rühren auf Eis zwei Stunden inkubiert. Nach Feststellung der Aktivität im 
Immunoblot (s. Punkt 3.3.8) wurde die biotinylierte Lösung gegen PBS mittels einer Dialyse 
(s. Punkt 3.3.13.1) vom überschüssigem Biotin gereinigt. 
3.3.8 Doppelmembran-Immunoblot nach HULL et al. (1993), modifiziert nach 
TIMM et al. (1996) 
Syncase-Agarplatten wurden mit einer karierten Cellulosenitrat-Membran (Porenstärke 
0,2 µm) und dann mit einer Celluloseacetat-Membran (Porenstärke 0,45 µm) bedeckt. 
Mehrfach wurden 5 µl verschiedener Kontrollstammkulturen in mTSB nach dem Muster in 
Tab. 9 aufgetragen. Die Agarplatten wurden bei 37°C über Nacht bebrütet. 
Tab. 9: Auftragemuster verschiedener Kontrollstammkulturen in mTSB 
C600 J1 W34 B5 B7 B2 H19 
 
Nach der Inkubation wurde die Celluloseacetat-Membran entfernt, aus der Cellulosenitrat- 
Membran wurden Längsstreifen geschnitten und einzeln in die Vertiefungen eines 
Immunoblotbehälters gegeben. Alle weiteren Schritte wurden bei Zimmertemperatur 
durchgeführt. Die Zeitangaben beziehen sich auf den Schüttler. Die Streifen wurden dreimal 
fünf min im PBS/T gewaschen. Dann wurden mit der Magermilchpulverlösung Nr. 1 (MMP-
Lösung 1) eine Stunde blockiert. Die zu testenden mAk wurden in MMP-Lösung 1 in einer 
Verdünnungsreihe (1:10 bis 1:500) zu den verschiedenen Streifen pipettiert. Nach zwei 
Stunden wurden die Streifen viermal mit PBS/T gewaschen. Danach wurde Ziege-Antimaus-
POK (1:5000) in MMP-Lösung 1 dazupipettiert und eine Stunde inkubiert. Nach 5 
Waschvorgängen mit PBS/T erfolgte die Farbreaktion mit einer α-Naphtol-Lösung. Die 
Streifen wurden für zehn min dunkel gestellt. Im Anschluß wurden die Streifen kurz mit 
PBS abgespült und auf Filterpapier zum Trocknen ausgebreitet. 
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Aktive mAk zeigten eine Violettfärbung auf den Auftragestellen der entsprechenden 
Kontrollstämme (Tab. 10). Zur Quantifizierung der Aktivität wurde die höchste 
Verdünnungstufe ermittelt, die das Reaktionsmuster zeigte. 
Tab. 10: Erwartetes Reaktionsmuster der verschiedenen Kontrollstämme gegen den 
mAk 13C4 und 11E10 
mAk C600 J1 W34 B5 B7 B2 H19 
13C4 - + - - + + + 
11E10 - - + - - + - 
3.3.9 Methoden zur Validierung von ELISA 
Zur Validierung des ELISA nach RICHTER et al. (1997) wurden 100 E. coli-Feldisolate 
parallel mit dem VZN und dem ELISA untersucht. Nicht übereinstimmende Stämme wurden 
mit einer PCR (CEBULA et al., 1995) ausgetestet. 
3.3.9.1 Vero-Zell-Neutralisationstest 
Der Test besteht aus zwei Teilen. Zuerst wurden die E. coli-Feldisolate mit einem 
Toxizitätstest auf Vero-Zellen (KONOWALCHUK et al., 1977) untersucht. Die positiv 
reagierenden Isolate wurden in einem Toxizitätsneutralisationstest mit spezifischen mAk 
(RANDALL et al., 1997) auf das Vorkommen von Stx1 und Stx2 untersucht. Einige 
Modifizierungen sind eingeführt worden. 
3.3.9.1.1 Vorbereitung von Toxinpräparationen 
Die E. coli-Feldisolate (S. Punkt 3.1.1.1) wurden in 5 ml mTSB über Nacht bei 37°C 
vorangereichert. Jeweils 3 ml der Voranreicherungen wurden bei 17.000 g, 4°C, 30 min 
zentrifugiert. Der Überstand wurde sterilfiltriert. Die so hergestellten Toxinpräparationen 
wurden in sterilen Gefäßen bei 4°C maximal 2 Wochen bis zur Untersuchung gelagert. 
3.3.9.1.2 Auftragen von Toxinpräparationen 
Die Toxinpräparationen wurden nach Verdünnung in sterilem PBS auf sterile 
Mikrotiterplatten in Verdünnungsreihen von 1:50 bis 1:6400 mit 50 µl/Vertiefung im 2-
fachen Ansatz aufgetragen. Als Negativkontrolle wurden 50 µl/Vertiefung PBS verwendet. 
Die äußeren Vertiefungen wurden zur Unterdrückung von Randeffekten mit 200 µl sterilem 
PBS beschickt.  
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3.3.9.1.3 Auftragen von Vero-Zellen und Einstellung der Zellzahl 
Frisch trypsinierte Vero-Zellen (S. Punkt 3.3.4) wurden auf eine Ausgangsmenge von ca. 
105 Zellen/ml in RPMI-1640+10% FKS eingestellt. 
Dazu wurde die Konzentration der Vero-Zell-Stammsuspension mit dem Coulter Z2 
bestimmt. Die in Medium resuspendierten Zellen wurden 1:50 in Isoton II (Coulter) 
verdünnt. Der Messbereich betrug 10-20 µm, es wurde eine dreifache Messung (nach 
Vorschrift des Herstellers) durchgeführt. Das Gerät ermittelte automatisch den Mittelwert 
der drei Messungen. Nach unten stehender Formel wurde die Menge Stammsuspension 
berechnet, die in frischem Medium (RPMI-1640+10% FKS) zugegeben werden musste, um 





nsionStammsuspeXml =  
Jeweils 200 µl der Suspension an Vero-Zellen wurden pro Vertiefung hinzupipettiert. 
Danach wurden die Mikrozellkulturplatten zugedeckt für 1 Minute bei 700 rpm geschüttelt. 
3.3.9.1.4 Inkubationsphase 
Die zugedeckten Mikrozellkulturplatten wurden 2 Tage bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 
Tägliche Kontrollen des Zellwachstums und des Vorhandenseins zytopathischer 
Veränderungen wurden mit dem inversen Mikroskop bei 100-facher Vergrößerung 
durchgeführt. 
3.3.9.1.5 Quantitative Messung  
Zunächst wurde das Medium aus den Vertiefungen mit einer Vakuumpumpe abgesaugt, im 
Anschluß 20 µl Trypsin/Versen pro Vertiefung zugegeben. Abtrypsiniert wurde wie im 
Punkt 3.3.4, die Inkubationszeit betrug hierbei ca. 30 min. Nun wurden 200 µl Medium pro 
Vertiefung zur Resuspension der Zellen dazugegeben, der Inhalt beider Vertiefungen pro 
Toxinpräparation pro Verdünnungsstufe in einem Reaktionsgefäß zusammenpipettiert. 
Die Messungen wurden mit dem Coulter Z2 wie im Punkt 3.3.9.1.3 durchgeführt. Verdünnt 
wurden die Zellen 1:25. Der Messbereich wurde zwischen 12 und 20 µm festgelegt. 
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Mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Excel 2002 wurde die Überlebensrate der Vero-









Ein Count entspricht einem von Partikelzähler im definierten Messbereich gemessenen 
Impuls. 
Mit dem Grafikprogramm Harward Graphics 4.0 wurden die Überlebensraten aller 
Verdünnungsstufen jeder Probe als Punkte in einem Diagramm graphisch dargestellt. Die 
Ergebnisse wurden in einer Datenbank (Access 97) und Excel 2002 zusammengefasst. 
Zytotoxisch positiv reagierende Toxinpräparationen wiesen geringere Überlebensraten der 
Vero-Zellen auf als die Negativkontrolle. Als CPE50 wurde die Verdünnungsstufe definiert, 
in der die Überlebensrate der Zellen am Dichtesten zu 50% lag. 
Die Toxizität wurde im Ergebnisteil zusätzlich als LD50/ml als zehnfacher Satz des CPE50 
berechnet. Diese Einheit wurde benutzt, um die Ergebnisse mit denen anderer Autoren 
besser vergleichen zu können. Positive Toxinpräparationen wurden nach Punkt 3.3.9.1.6 
weiterbehandelt. 
Für weitere graphische Darstellungen in der vorliegenden Arbeit wurden die Programme 
Excel 2002, Freehand 10.0 und Ulead Photo Express 3.0 angewendet. 
3.3.9.1.6 Auftragen von neutralisierenden monoklonalen Antikörper 
Die monoklonalen Antikörper 13C4 und 11E10 wurden jeweils in einer Verdünnungsreihe 
von unverdünnt bis 1:512 im Doppelansatz mit 50 µl pro Vertiefung aufgetragen. Als 
Toxinkontrolle wurden 50 µl der Toxinpräparation in einer Verdünnung des vierfachen des 
CPE50 (bei Feldisolaten mit einem CPE50 höher als 6400 des zweifachem des CPE50) in 
sterilem PBS im Doppelansatz aufgetragen. Für die Positivkontrolle wurden 50 µl PBS 
verwendet. 
3.3.9.1.7 Auftragen positiver Toxinpräparationen 
Diese wurden in die Vertiefungen der Mikrozellkulturplatten in einer Verdünnung des 
vierfachen des CPE50 (bei Feldisolaten mit einem CPE50 höher als 6400 des zweifachem des 
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CPE50) in sterilem PBS mit 50 µl pro Vertiefung aufgetragen. Die so präparierten 
Mikrozellkulturplatten wurden zugedeckt bei 700 rpm für 1 min geschüttelt, dann bei 37°C 
eine Stunde inkubiert. 
3.3.9.1.8 Auftragen von Vero-Zellen 
200 µl Vero-Zellen (s. Punkt 3.3.4) wurden pro Vertiefung aufgetragen und dann bei 
500 rpm 1 min geschüttelt. Die nachfolgenden Inkubationen und quantitativen Messungen 
wurden analog wie beim Toxizitätstest (Punkte 3.3.9.1.4 und 3.3.9.1.5) durchgeführt. Als 
positive Toxinpräparationen wurden diejenigen gewertet, die eine höhere Überlebensrate 
zeigten als die Negativkontrolle. 
3.3.9.1.9 Erkennung von Shiga Toxin 1- und Shiga Toxin 2-Doppelbildnern 
Bei Stämmen, die eine erkennbare Färbungsreaktion sowohl beim Stx1- als auch beim Stx2-
ELISA zeigten und beim VZN nicht bestätigt wurden, wurde erneut geprüft. Hierzu kam 
eine zusätzliche Neutralisationsreihe nach SCOTLAND et al. (1985), in der beide mAks 
zusammen aufgetragen wurden. Die monoklonalen Antikörper 13C4 und 11E10 wurden 
jeweils getrennt sowie gemischt (1:1) in einer Verdünnungsreihe von 1:2 bis 1:1024 im 
Doppelansatz mit 50 µl pro Vertiefung aufgetragen.  
3.3.9.1.10 PCR nach CEBULA et al. (1995)* 
Eine PCR unter Anwendung des Primerpaares LP 30/LP31 bzw. LP43/LP44 zum Nachweis 
von stx1- bzw. stx2-Genen wurde bei den in der Validierung nicht übereinstimmenden 
Feldisolaten durchgeführt. Die Methode wurde wie unter Punkt 3.3.14.1 beschrieben 
durchgeführt. Die Bedingungen für diese Primer sind im Anhang beschrieben. 
3.3.10 Andere colorimetrische Methoden zur Quantifizierung des Vero-Zell-
Neutralisationstest 
Es sollte festgestellt werden, ob ein Zusammenhang zwischen der Intensität der Färbung 
(gemessen im Spektralfotometer) und der Intensität des zytotoxischen Effektes besteht. Als 
Referenzwert diente die vorherige Zählung der im Medium befindlichen Zellproben am 
inversen Mikroskop bei zweihundertfacher Vergrößerung mit Hilfe einer Rasterglasscheibe 
(16mm x 16mm, mit 1 Einteilung/mm) im Vergleich zur Negativkontrolle. 




Von den 2 Tage alten Zellanzüchtungen wurde das Medium abgesaugt. Nun wurden 
100 µl/Vertiefung einer Formalin-Fixierlösung zupipettiert. Nach 2 min wurde die Lösung 
vorsichtig durch Dekantieren entfernt. 100 µl/Vertiefung einer KV-Färbelösung wurden 
zugegeben. Nach 10 min folgte eine zweimalige Waschung der Mikrozellkulturplatten mit 
Wasser. Die Mikrozellkulturplatten wurden luftgetrocknet. Die Referenzmessung (Punkt 
3.3.10) wurde wie oben beschrieben vor der Färbung durchgeführt. Jeweils eine Vertiefung 
pro Verdünnungsstuffe wurde zur Referenzmessung untersucht. Die spektralfotometrische 
Messung wurde mit einem computergestützten Plattenreader (SLT Spectra) mit dem 
Programm SLT Basic bei 620 nm durchgeführt. Graphische Darstellungen wurden mit dem 
Programm Fireworks 2.0 durchgeführt. 
3.3.10.2 MTT-Färbung 
Zu den 2 Tage alten Zellanzüchtungen wurden 20 µl einer MTT-PBS-Lösung 5 mg/ml zu 
jeder Vertiefung zupipettiert. Nach zweistündiger Inkubation im CO2-Brutschrank wurde die 
Referenzmessung wie oben beschrieben (Punkte 3.3.10 und 3.3.10.1) durchgeführt. Danach 
wurde das Medium aus den Vertiefungen abgesaugt. Es wurden erst 20 µl SDS (3%) und 
dann 100 µl einer 0,04 N HCl-Isopropanollösung zu jeder Vertiefung zupipettiert. Die 
Mikrozellkulturplatten wurden 30 min geschüttelt. Die Messung der Färbungsintensität 
wurde mit einem Spektralfotometer wie im Punkt 3.3.10.1 bei 492 nm, später bei 550 nm 
durchgeführt. Grafische Darstellungen wurden wie im Punkt 3.3.10.1 durchgeführt. 
3.3.11 ELISA nach RICHTER et al. (1997) 
Mikrotiterplatten „Polysorp“ wurden mit grob gereinigter HF 1:400 im 
Beschichtungspuffer 1 mit 100 µl pro Vertiefung beschichtet, abgeklebt und über Nacht bei 
4°C inkubiert. Alle weiteren Inkubationsschritte, bis auf den Färbungsschritt, wurden 
zugedeckt im Brutschrank bei 37°C durchgeführt, gefolgt von einem 4-fachen-Waschschritt 
von 90 Sekunden pro Waschgang mit PBS/T. Die Blockierlösung 1 wurde mit 300 µl pro 
Vertiefung aufgetragen und eine Stunde inkubiert. Nach dem Waschschritt wurden die in 
mTSB vorangereicherten Proben (Rinderkotproben bzw. Feldisolaten) im 4-fach-Ansatz mit 
200 µl pro Vertiefung auf zwei Platten aufgetragen. Für den ebenfalls 4-fach bestimmten 
Leerwert wurde PBS/T benutzt. Positiv- und Negativkontrollen wurden im 6-fach-Ansatz 
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bestimmt. Platte 1 wurde mit E. coli CWC600/J1 (J1) als Positivkontrolle beschickt, Platte 2 
mit E. coli CWC600/W34 (W34). Inkubiert wurde für 2 Stunden. 
Nach dem Waschen folgte das Auftragen der monoklonalen Antikörper mit 100 µl pro 
Vertiefung. Hier wurde für Platte 1 der mAk 13C4 (Stx1 Antikörper) in einer Verdünnung 
von 1:100 in MMP-Lösung 1 verwendet. Für Platte 2 kam 11E10 (Stx2 Antikörper) in einer 
Verdünnung von 1:100, danach 1:25 in MMP-Lösung 1 zum Einsatz. Inkubiert wurde für 1 
Stunde. Nach Waschung der Platten erfolgte nun die Zugabe des Ziege-Antimaus-POK nach 
Herstellerangaben 1:5000 in MMP-Lösung 1 mit 100 µl pro Vertiefung. Nach einstündigem 
Inkubationsschritt und viermaligen Waschschritt wurden zum Anfärben der Platten 
100 µl/Vertiefung 3,3’,5,5’ Tetramethylbenzidin (TMB) in Fertiglösung (KPL) aufgetragen 
und 10 min bei Zimmertemperatur inkubiert. Gestoppt wurde die Färbungsreaktion durch 
Zugabe von 50 µl 0,5 M H2SO4 pro Vertiefung. Die Intensität der Farbreaktion wurde mit 
einem Plattenreader wie im Punkt 3.3.10.1 bei 450 nm mit Referenzfilter 620 nm gemessen. 
Die Datenausgabe erfolgte computergestützt mit dem Programm SLT Basic, die Daten 
wurden zur Berechnung des „cut-off“ in das Tabellenkalkulationsprogramm Excel 2002 
übertragen. Zur Berechnung des Färbungsindex der einzelnen Proben wurden die 
Mittelwerte der Proben, der Kontrollen und der Leerwerten berechnet. Der Mittelwert der 
Leerwerte wurde abgezogen. Mit den so korrigierten Messwerten wurde der Färbungsindex 








Die erhaltenen Werte wurden im Datenbankprogramm Access 97 und Excel 2002 zur 
weiteren Auswertung gespeichert. 
3.3.11.1 Einstellung der Konzentration der Beschichtungsmoleküle 
Hierzu wurde ein ELISA nach RICHTER et al. (1997) durchgeführt. Die äußeren Spalten 
wurden mit der Referenzcharge R beschichtet. Die inneren Spalten wurden mit der im Punkt 
3.1.4 beschriebene Charge S in verschiedenen Verdünnungen (1:50, 1:100; 1:200; 1:400; 
1:800) versehen. Positive Stämme (J1 und W34) und ein negativer Stamm (C600) wurden zu 
jeder Verdünnungsstufe im achtfachen Ansatz (für C600) sowie im vierfachen Ansatz (für J1 
und W34) auf die äußeren Spalten aufgetragen. Die mAk 13C4 und wurden 1:100 im 
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vierfachen Ansatz aufgetragen. Der weitere Ablauf entsprach dem im Punkt 3.3.11 
beschriebenen ELISA. 
3.3.11.2 Einstellung der Konzentration monoklonaler Antikörper 
Zu Beginn der Versuche wurden nach Punkt 3.3.13.1 gereinigte mAk in einer Verdünnung 
von 1:20 angewendet. Später wurden je eine Charge 13C4 und 11E10 (grob gereinigt nach 
Punkt 3.3.6) in einer Verdünnungsreihe zwischen 1:50 und 1:200 im vierfachen Ansatz pro 
Kontrollstamm in einem ELISA nach RICHTER et al. (1997) getestet. Die Kontrollstämmen 
J1 und W34 wurden im vierfachen Ansatz und B5 wurde im achtfachen Ansatz aufgetragen. 
Eine weitere 11E10 Charge wurde in einer Verdünnungsreihe zwischen 1:25 und 1:400 im 
vierfachen Ansatz an pro Kontrollstammm (W34, B2, C600) getestet. Die Kontrollstämme 
wurden im vierfachen Ansatz (für W34 und B2) sowie im achtfachen Ansatz (für C600) 
aufgetragen. Alle weiteren Parameter blieben unverändert, der Ablauf des ELISA war wie 
im Punkt 3.3.11 beschrieben. 
3.3.12 Statistische Berechnungen zur Validierung des ELISA nach RICHTER 
et al. (1997) 
Die Daten wurden zur Berechnung des „cut-off“ in das Tabellenkalkulationsprogramm Excel 
2002 übertragen. Sensitivität, Spezifität und „cut-off“ vom ELISA wurden mittels einer 
„Two-Graph Receiver Operating Characteristic“ (TG-ROC)-Analyse (GREINER, 1995) in 
Abhängigkeit von den Zelltests berechnet. Graphische Darstellungen wurden mit Excel 
2002, CMDT 1.0 und Freehand 10.0 durchgeführt und ausgewertet. Der 
Korrelationskoeffizient zwischen Indexwerte beim ELISA und CPE50 beim Toxizitätstest 
wurde mit Excel 2002 berechnet. 
3.3.13 Andere ELISA 
3.3.13.1 ELISA nach RANDALL et al. (1997) 
Bei diesem Test wurden Mikrotiterplatten „Maxisorp“mit den mAk 13C4 beschichtet. Als 
Modifizierung wurden statt serumfreien Hybridoma-Zellkulturüberständen gereinigte mAk 
verwendet. Der Reinigungsprozess bestand aus einer Fällung mit Ammoniumsulfat, gefolgt 
von einer Dialyse im Dialyseschlauch gegen PBS (HANCOCK und POXTON, 1988). 
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Zu einem bestimmten Volumen Hybridoma-Zellkulturüberstand wurde die 0,67-fache 
Menge gesättigter Ammoniumsulfatlösung  dazugetropft und über Nacht bei 4°C gerührt. 
Danach wurde sie für 30 min abzentrifugiert (1700 g), und das Pellet mit Aqua bidest  zur 
Hälfte des Ausgangsvolumens resuspendiert. Zu dieser Menge wurde erneut die 0,67-fache 
Menge gesättigter Ammoniumsulfatlösung zugetropft, und anschließend abzentrifugiert. Das 
nun entstandene Pellet wurde in 500 µl Aqua bidest resuspendiert, und in einen 
eingeweichten Dialyseschlauch pipettiert. Die Dialyse wurde gegen PBS bei 4°C unter 
Rühren durchgeführt. Die PBS-Lösung wurde nach 30 min, nach 2 Stunden und nach 4 
Stunden gewechselt und über Nacht weiter gerührt. Die dialysierte mAk-Lösung wurde aus 
dem Dialyseschlauch entnommen, die Aktivität mittels Immunoblot (s. Punkt 3.3.8) 
quantifiziert und bei -20°C bis zur Benutzung gelagert. 
Nach dem Auftragen der Proben (Kontrollstämme J1, C600) wurde biotinylierter mAk 13C4 
(S. Punkt 3.3.7) aufgetragen. Nach der Zugabe von Streptavidin-Peroxidase erfolgte die 
Farbreaktion mit TMB. Alle Wasch- und Inkubationsschritte sowie Färbung, Messung und 
Datenverarbeitung erfolgten wie beim ELISA nach RICHTER et al. (1997) (Punkt 3.3.11). 
Der Beschichtungs-mAk und der Entwicklungs-mAk wurden in Verdünnungsreihen als 
Schachbretttitration angesetzt. 
3.3.13.2 ELISA mit kommerziellem Globotriaosylceramid  
Dieser Test wurde nach ASHKENAZI und CLEARY (1989) mit zahlreichen 
Modifizierungen durchgeführt. 
Kommerzielles Gb3 wurde zur Beschichtung auf Mikrotiterplatten „Polysorp“ angewendet. 
Das Gb3 wurde in Beschichtungspuffer 2 in einer Verdünnung von 10 µg/ml aufgelöst. 50 µl 
dieser Mischung wurden pro Vertiefung aufgetragen. Die Platten wurden im Anschluss bei 
Raumtemperatur getrocknet. Die Blockierlösung 2 wurde angewendet. Es wurden 
konzentrierte mAk in einer Verdünnung von 1:20 aufgetragen. Alle Kontrollstämme (J1, 
C600, W34, H19, B2, B5, B7) wurden jeweils in vierfachem Ansatz pro Testkomponente 
(Stx1- bzw. Stx2-ELISA) getestet. Die mAk 13C4 und 11E10 wurden ebenso im vierfachen 
Ansatz pro Testkomponente (13C4 für Stx1, 11E10 für Stx2) und Kontrollstamm 




3.3.14 Methoden zum Vergleich des validierten ELISA mit der MK1/MK2-PCR 
(KARCH und MEYER, 1989) 
1030 Rinderkotproben wurden parallel mit dem ELISA nach RICHTER et al. (1997) und der 
MK1/MK2-PCR nach KARCH und MEYER (1989) zum Nachweis von STEC untersucht. 
Die Ergebnisse beider Methoden wurden gegenübergestellt. 
3.3.14.1 MK1/MK2-PCR (KARCH und MEYER 1989)* 
1 ml jeder LBB-Voranreicherung wurde bei 12.000 g, 20°C für 5 min zentrifugiert und der 
Überstand verworfen. Nach dreimaliger Waschung in Aqua bidest. wurde das Pellet in 
200 µl Aqua bidest. resuspendiert und im Wasserbad für 20 min bei 95°C erhitzt. Es folgte 
ein Abkühlen auf Eis und eine 2 minütige Ultraschallbehandlung. Nach erneutem 
Verbringen auf Eis und kurzer Zentrifugation (12.000 g, 1 min) wurden die Proben auf Eis 
bis zur Benutzung zwischengelagert. 
Der PCR-Ansatz wurde unter Reinstbedingungen auf Eis laut der in Tab. 11 erläuteten 
Zusammensetzung angesetzt. Die DNA-Proben wurden in einem anderen Raum in einer 
Menge von 10 µl zupipetiert. 
Tab. 11: Zusammenstellung des PCR-Ansatzes 
Reagentien (Konzentration) µl/Ansatz 
DNA-Probe 10 
Reaktionspuffer (10x) 5 
MgCl2 (2 mM) 0,8 
BSA (200 µg/ml) 5 
MK1 (50 pMol/ml) 1 
MK2 (50 pMol/ml) 1 
dNTP-Lösung (Biometra) (200 µM je dNTP) 0,4 
Taq-Polymerase (2 U) 1 




* Durchgeführt von Dr. L. Geue, B. Mintel und C. Schnick 
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Der Ansatz wurde in 0,5 ml-Reaktionsgefäße verbracht. Positiv- und Negativkontrollen (J1, 
C600) wurden in gleicher Art wie die Proben angesetzt. Ein Gefäß wurde mit 10 µl Aqua 
bidest. als Leerwert versehen. Es folgten 25 Zyklen im Thermocycler nach den im Anhang 
beschriebenen Bedingungen. Nach Abschluß wurden die Proben bei 4°C zur weiteren 
Bearbeitung zwischengelagert. 
Es schloß sich eine Gelelektrophorese (2% Agarose in TBE-Puffer mit Ethidiumbromid 
1:10.000) an. Die Laufzeit betrug 1 Stunde bei 70V. Die Außenslots wurden mit 
Elektrophoresemarkern (DNA-MW Marker VIII, 100 bp-DNA-Ladder) beschickt. Positive 
Proben zeigten Banden bei 230 bp. Die Ergebnisse wurden in die Datenbanken Access 97 
und Excel 2002 einbezogen. 
3.3.14.2 Statistische Berechnungen zum Vergleich zwischen ELISA (RICHTER et 
al., 1997) und MK1/MK2-PCR (KARCH und MEYER, 1989) 
Eine Kappa-Statistik (Win Episcop 2.0) wurde für die Ermittlung des Maßes an 
Übereinstimmung zwischen ELISA und PCR benutzt. Für statistische Auswertungen und 
grafische Darstellungen wurden Excel 2002 und Access 97 angewendet. 
3.3.15 Versuche zur Haltbarkeit konservierter beschichteter ELISA-Platten 
Zu diesem Zweck wurden nach RICHTER et al. (1997) beschichtete ELISA-Platten in 
verschiedener Form behandelt, mit breitem Klebeband (Permacell) zugeklebt und 
eingefroren. Die Konservierungsvarianten waren: 
1.  Waschen, 1h Blockieren 
2.  Waschen, Beschicken mit einer Saccharose-Fixierlösung, Waschen, Absaugen 
3.  Waschen, Absaugen 
Nach 3 und 5 Wochen wurden die Platten aufgetaut und in einem ELISA nach RICHTER et 
al. (1997) mit Kontrollstämmen (J1, W34, C600, H19, B2, B5, B7) im Vergleich gegen eine 
frisch beschichtete Platte geprüft. Die Kontrollstämme wurden im vierfachen Ansatz pro 
Testkomponente aufgetragen. Die mAk 13C4 und 11E10 wurden im vierfachen Ansatz pro 
Kontrollstamm in der entsprechenden Testkomponente aufgetragen. Mit der 
Konservierungsvariante, die sich als die günstigste erwies (Variante 3) wurde eine größere 
Charge hergestellt und über einen Zeitraum von 3 Monaten regelmäßig gegen frisch 
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beschichtete Platten geprüft. Die Ergebnisse wurden mit Excel 2002 erfasst und grafisch 
dargestellt. Zu diesem Zweck wurden die OD-Messwerte der positiv reagierenden 
Kontrollstämme zusammengefasst, die Mittelwerte wurden jeweils für die konservierten 





4.1 Anzucht von Hybridoma-Zelllinien  
Bei den Hybridoma-Zelllinien 13C4, 11E10, die mit den FKS-enthaltenden Medien 
gezüchtet wurden, war die Passage alle 2 Tage möglich. Die gleichen Zelllinien als 
serumfreie Zellkulturen wuchsen langsamer als die Zellkulturen mit FKS, die Passage war 
alle 4 Tage möglich. 
4.2 Gewinnung monoklonaler Antikörper 
Die Hybridoma-Zelllinien 13C4 und 11E10 in der Serumkultur produzierten größere 
Mengen an Zellkulturüberständen (ca. 2-3 Liter für 13C4 und 11E10 in ca. 15-25 ml 
Chargen). Aus einer von den im Punkt 3.3.5 beschriebenen Züchtungen mit Ultradoma 
Medium (serumfrei) gelang es, eine ca. 5 ml Charge aktiven 13C4- Zellkulturüberstand zu 
gewinnen. 
4.3 Doppelmembran-Immunoblot nach HULL et al. (1993), modifiziert nach 
TIMM et al. (1996) 
Die Aktivität der Hybridoma-Zelllinien 13C4 und 11E10 wurden mit dem Immunoblot 
bestätigt. Die Aktivität der Chargen war unterschiedlich und schwankte von 1:10 bis 1:500, 
der höchsten Verdünnungsstufe des Immunoblots. Die Aktivität der „Ultradoma-13C4“ 
Charge betrug 1:10 (Tab. 12c). 
Die Bindungsreaktion zwischen den mAk des Zellkulturüberstandes und den laut 
Reaktionsmuster produzierenden Kontrollstämmen wurde in Tab. 12 mit Pluszeichen und 
Bindestrich dargestellt (+++ = starke Bindungsreaktion. ++ = mittlere Bindungsreaktion. + = 
schwache Bindungsreaktion. - = keine Bindungsreaktion). Die 13C4-Zellkulturüberstände 
reagierten mit E. coli J1, B7, B2 und H19. Die 11E10-Zellkulturübestrände reagierten mit 
W34 und B2. 
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Tab. 12: Immunoblots von Zellkulturüberständen unterschiedlicher Hybridoma-
Zelllinien (13C4, 11E10 und 13C4, serumfrei) 
12a: 13C4 (Aktivität 1:500) 
 C600 J1 W34 B5 B7 B2 H19 
1:10 - + + + - - + + + + + 
1:50 - + + + - - + - + + 
1:100 - + + + - - - - + + 
1:250 - + + + - - - - + + 
1:500 - + + + - - - - + + 
12b: 11E10 (Aktivität 1:250) 
 C600 J1 W34 B5 B7 B2 H19 
1:10 - - + + + - - + - 
1:50 - - + + - - + - 
1:100 - - + - - - - 
1:250 - - + - - - - 
1:500 - - - - - - - 
12c: 13C4, serumfrei (Aktivität 1:10) 
 C600 J1 W34 B5 B7 B2 H19 
1:10 - + - - - - - 
1:50 - - - - - - - 
1:100 - - - - - - - 
1:250 - - - - - - - 
1:500 - - - - - - - 
 
4.4 Methoden zur Validierung von ELISAs 
4.4.1 Vero-Zell-Neutralisationstest 
Alle mAk-Chargen, die für den VZN angewendet wurden, zeigten die gleiche Aktivität 
(1:500). Sie wurden lt. Punkt 3.3.6 grob gereinigt angewendet. 
Mit dem Z2-Partikelzähler konnte ein Zusammenhang zwischen dem zytotoxischen Effekt 
von Stx und einer verringerten Überlebensrate der Vero-Zellen festgestellt werden (Abb. 1). 
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Die Abb. 1 zeigt die Outputdiagramme einzelner Messungen. Die x-Achse zeigt den 
Durchmesser der Zellen, die y-Achse die Anzahl. Bei der PBS-Zellkontrolle stellte sich die 
Verteilung der Zellen annähernd in Form einer Normalverteilung dar. Beim toxischen 
Feldisolat war die Anzahl der Vero-Zellen wesentlich geringer als bei der PBS-Zellkontrolle, 
das normalverteilungsähnliche Muster verschwand. Das nichttoxische Feldisolat entsprach 





1b:  Toxisches Feldisolat 
 
1c: Nichttoxisches Feldisolat  
Abb. 1: Auswirkung verschiedener Toxinpräparationen auf Vero-Zellen im Vergleich 
mit einer PBS-Zellkontrolle, gemessen mit dem Z2-Coulter Partikelzähler 





















Die Überlebensratenbereiche von Vero-Zellen in der Vorbereitungsphase wurden in 10 
Klassen eingeteilt und die Anzahl der Messwerte pro Klasse dargestellt (Tab.13). 
Tab. 13: Klasseneinteilung von Überlebensratenbereichen 
In der Vorbereitungsphase wurden Toxin- bzw. mAk-Toxinpräparationen nach 
Überlebensraten- und Zellkonzentrationsbereichen grafisch dargestellt (Abb. 2). Die x-Achse 
entspricht den Überlebensratenbereichen, eingeteilt nach den in Tab. 13 dargestellten 10 
Klassen (1 bis 10). Die y-Achse zeigt die vom Coulter-Messgerät gemessene 
Zellkonzentrationen (Zellen/ml). Die einzelnen Säulen stellen die Zellzahl für die einzelnen 
Klassen als Mittelwert dar. Die Standardabweichungen sind ebenso dargestellt. Die Klasse 
10 bezieht nicht die PBS-Zellkontrolle mit ein. Diese erreichte Werte zwischen 129.000 und 
492.000 Zellen/ml. Eine Zellkonzentration zwischen 200.000 und 500.000 Zellen/ml wurde 
im Durchschnitt bei Überlebensraten ab 80% erreicht. In zahlreichen Fällen (93/146) blieben 




1 0 < x ≤ 10 16 
2 10 < x ≤ 20 13 
3  20 < x ≤ 30 10 
4 30 < x ≤ 40 9 
5 40 < x ≤ 50 7 
6 50 < x ≤ 60 9 
7 60 < x ≤ 70 9 
8 70 < x ≤ 80 16 
9 80 < x ≤ 90 15 










1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Klasse
 
Abb. 2: Verteilung der Zelldichte nach Behandlung von Vero-Zellen der in der 
Vorbereitungsphase getesteten Toxin- bzw. mAk-Toxinpräparationen nach 
Überlebensraten- und Zellkonzentrationsbereichen 
In den für den Toxizitätstest dargestellten Diagrammen (s. Punkt 3.3.9.1.5) konnte ein 
direkter Zusammenhang zwischen der Konzentration der Toxinpräparation und der 
Überlebensrate der Vero-Zellen festgestellt werden. 
In Abb. 3 ist als Beispiel die Überlebensrate von Vero-Zellen auf die Behandlung mit 
verschiedenen E. coli Feldisolaten im Toxizitätstest dargestellt. Die waagerechten Linien 
entsprechen der Überlebensrate von 50%. An dem Diagramm a (positives Feldisolat) ist eine 
geringe Überlebensrate der Zellen erkennbar. Der durch Stx verursachte zytopathische 
Effekt ließ sich an der geringen Überlebensrate der Zellen erkennen. Dieser Effekt wurde 
durch das Verdünnen der Toxinpräparation verringert. Beim nichttoxischen Feldisolat b 
konnte kein zytotoxischer Effekt von Stx (als Änderungen an den Überlebensraten in 
Beziehung zu den verschiedenen Verdünnungen der Toxinpräparation) festgestellt werden. 
Die Überlebensraten blieben relativ konstant hoch. 
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Abb. 3: Überlebensrate von Vero-Zellen im Toxizitätstest mit einem toxischen und 
einem nichttoxischen E. coli-Feldisolat 
Bei den für den Toxizitätsneutralisationstest dargestellten Diagrammen (s. Punkt 3.3.9.1.5) 
konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der Konzentration der mAk und der 
Überlebensrate der Vero-Zellen im Vergleich zur Toxinkontrolle festgestellt werden. 
In Abb. 4 ist als Beispiel die Überlebensrate von Vero-Zellen auf die Behandlung mit 
verschiedenen E. coli Feldisolaten im Toxizitätsneutralisationstest dargestellt. Die 
waagerechten Linien entsprechen den Überlebensraten der Toxinkontrolle. In Abb. 4a (Stx1-
bildendes Feldisolat) ist eine höhere Überlebensrate der Zellen im Vergleich zur 
Negativkontrolle erkennbar, die im Zusammenhang mit dem Verdünnen des mAk 13C4 
(Anti-Stx1) steht. Dieser Neutralisationseffekt war in der Verdünnungsreihe des mAk 11E10 
(Anti-Stx2) nicht erkennbar. Beim Stx2-bildenden Feldisolat (Abb. 4b) wurde die Steigerung 
der Überlebensraten im Zusammenhang mit der 11E10-Verdünnungsreihe festgestellt. Bei 
einem Feldisolat, welches sowohl Stx1 als auch Stx2 bildet (Abb. 4c), wurde eine Steigerung 
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Abb. 4: Überlebensrate von Vero-Zellen im VZN mit mAk 13C4 (Anti-Stx1) und 
mAk 11E10 (Anti-Stx2) in Beziehung zur mAk-Konzentration 
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Die Ergebnisse des VZN zur Validierung des ELISA nach RICHTER et al. (1997) werden 
im Punkt 4.4.5 dargestellt. 
4.4.2 PCR nach CEBULA et al. (1995) 
Bei den vier in der Validierung nicht übereinstimmenden E. coli-Feldisolaten, die aber im 
VZN nicht als Doppelbildner bestätigt werden konnten, wurden mit der PCR nach CEBULA 
et al. (1995) stx1- und stx2-Gene nachgewiesen (SEGURA-ALVAREZ et al., 2003). 
4.4.3 Andere colorimetrische Methoden zur Quantifizierung des Vero-Zell-
Neutralisationstest 
4.4.3.1 Kristallviolett-Färbung 
Obwohl ein Zusammenhang zwischen der Intensität der Färbung und der Überlebensrate der 
Zellen in Beziehung zur Konzentration der Toxinpräparation beobachtet werden konnte, war 
der zytotoxische Effekt nicht sicher zu quantifizieren. Die Abb. 5 zeigt den zytotoxischen 
Effekt von Stx eines B7-Stammes (Stx1-bildner) im Vergleich mit der PBS-Zellkontrolle auf 
einer Vero-Zellkultur mit einer KV-Färbung (Vergrößerung 80-fach). Abb. 5a zeigt einen 
gesunden Zellrasen. Die dunklen, gesunden Zellen stellen die größte Fläche. Die Verbindung 
zwischen den Zellen ist eng. Abb. 5b zeigt einen Zellrasen nach Zugabe einer Stx-
Toxinpräparation. Die dunkle Fläche entspricht den überlebenden Zellen. Die hellen Flächen 







5b: Toxinpräparation 1:50 
 
Abb. 5: Zytotoxischer Effekt von Stx eines B7-Stammes (Stx1-bildner) im Vergleich 
mit der PBS-Zellkontrolle auf einer Vero-Zellkultur mit einer KV-Färbung 
(Vergrößerung 80-fach) 
4.4.3.2 MTT-Färbung 
Ein Zusammenhang zwischen der Intensität der Färbung und der Überlebensrate der Zellen 
in Beziehung zur Konzentration der Toxinpräparationen konnte festgestellt werden. Dieser 
beobachtete zytotoxische Effekt wurde durch Zählungen am inversen Mikroskop unter 
Anwendung einer Rasterglasscheibe quantifiziert. 
Der MTT-Test ließ sich nicht mit Hilfe spektralfotometrischer Messungen bewerten. Ein 
großer Teil der Messungen (ca. 50%) fiel in einen OD-Bereich unter 0,5. Zur Erkennung 
eines Zusammenhanges zwischen den manuell gewonnenen Messwerten (in dem Fall die 
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Referenzmethode) und den spektralfotometrisch gewonnenen Messwerten wurden 
Korrelationskoeffizienten zwischen den mittels am inversen Mikroskop manuell gezählten 
und berechneten Überlebensraten und den Messungen der Farbintensität mit dem 
Spektralfotometer für beide Testkomponenten des VZN berechnet. Der 
Korrelationskoeffizient für die Testkomponente Toxizitätstest war 0,764 und für die 
Testkomponente Toxizitätsneutralisationstest 0,380. Dieser Wert entspricht einer guten 
Übereinstimmung beider Parameter beim Toxizitätstest. Bei der Testkomponente 
Neutralisationstest ist die Übereinstimmung beider Parameter wesentlich geringer. 
Die Abb. 6 zeigt den zytotoxischen Effekt von Toxinpräparationen positiver und negativer 
Referenzstämme auf einer Vero-Zellkultur mit einer MTT-Färbung (Vergrößerung 80-fach). 
Die dunklen Bereiche sind Formazankristalle. Abb. 6a zeigt einen gesunden Zellrasen. Die 
dunklen gesunden Zellen stellen die größte Fläche dar. Die Verbindung zwischen den Zellen 
ist eng. Abb. 6b zeigt Vero-Zellen nach Zugabe einer Stx-Toxinpräparation. Die hellen 
Flächen entsprechen abgestorbenen Zellen. Der Raum zwischen den Zellen ist breiter als bei 
der Zellkontrolle. Abb. 6c zeigt einen Zellrasen nach Zugabe einer negativen 





6b: Referenzstamm J1 (Stx1-bildner), Toxinpräparation 1:100 
 
6c: Referenzstamm C600 (Stx-negativ), Toxinpräparation 1:100 
 
Abb. 6:  Zytotoxischer Effekt von Toxinpräparationen positiver und negativer 




4.4.4 ELISA nach RICHTER et al. (1997) 
4.4.4.1 Einstellung der Konzentration der Beschichtungsmoleküle 
Die Hydatidenflüssigkeitscharge S, deren Aktivität unbekannt war, wurde gegen die 
Referenzcharge R ausgetestet. Zu diesem Zweck wurde ein ELISA durchgeführt, wofür die 
beiden Chargen zur Beschichtung verwendet wurden. Wie die Charge R zeigte die Charge S 
eine sehr hohe Diskriminierungskapazität zwischen Positiv- und Negativkontrolle. Die 
Indexwerte der Positivkontrollen waren für alle Verdünnungsstufen der Charge S genauso 
hoch wie bei der Referenzcharge. Bei der Negativkontrolle waren die Indexwerte sehr 
niedrig. Die Charge S erwies sich als ebenso geeignet wie die Referenzcharge für den 
Einsatz beim ELISA. Sie wurde beim ELISA nach RICHTER et al. (1997) in einer 
Verdünnung von 1:400 (entsprechend der Referenzcharge R) angesetzt. 
4.4.4.2 Einstellung der Konzentration monoklonaler Antikörper 
Bei den Vorbereitungsarbeiten für den ELISA wurden die mAk 13C4 und 11E10 in einer 
Verdünnung von 1:20 angewendet. 
Nach einer Titration im ELISA wurde jeweils eine nicht gereinigte Charge 13C4 und 11E10 
in einer Verdünnung von 1:100 angesetzt. Eine weitere nicht gereinigte Charge 11E10 wurde 
benötigt. Sie wurde gegen die vorherige Charge austitriert und dann 1:25 benutzt. 
4.4.5 Vero-Zell-Neutralisationstest zur Validierung des ELISA nach 
RICHTER et al. (1997) 
Die mit dem Coulter Z2 durchgeführten Messungen der 100 E. coli-Feldisolate beim VZN 
wurden nach den Testkomponenten Toxizitätstest und Neutralisationstest aufgeteilt. 
Beim Toxizitätstest wurde festgestellt, dass 51 Isolate zytotoxisch und 49 nichttoxisch 
waren. Im Toxizitätsneutralisationstest ließen sich alle 51 zytotoxisch positiven Feldisolate 
neutralisieren und in 18 Stx1-, 17 Stx2-, und 16 Stx1/Stx2- bildende Stämme untergliedern 
(Tab. 14). Nicht neutralisierbare zytotoxische Isolate konnten nicht nachgewiesen werden. 
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Tab. 14: Ergebnisse der Toxizitätsneutralisationstests 
Stx-Typ Anzahl Prozent 
Stx1 18 35% 
Stx2 17 33% 
Stx1/Stx2 16 32% 
Gesamt 51 100% 
Die positiven Feldisolate wurden nach Intensität des zytotoxischen Effektes und Stx-Art 
aufgeteilt (Tab. 15). Die zweite Spalte (CPE50) zeigt die Intensität des zytopathischen 
Effektes als CPE50 an. Das entspricht der Verdünnungsstufe der Toxinpräparation, in der die 
Überlebensrate der Zellen am dichtesten der Überlebensrate 50% annäherten. Mit diesen 
Einheiten ließen sich die Toxinmengen für den Neutralisationstest laut Literaturangaben 
(RANDALL et al., 1997) einstellen. Die dritte Spalte der Tabelle (LD50/ml) zeigt die Menge 
an CPE50 an, die sich in einem Milliliter der unverdünnten Toxinpräparation befinden. Diese 
Darstellungsform wird hier verwendet, um die gewonnenen Ergebnisse mit den 
Literaturangaben leichter vergleichbar zu machen. Die Spalten vier, fünf und sechs zeigen 
die Anzahl von Stx1, Stx2 und Stx1/Stx2 positiver Feldisolate. Die Stx1-bildenden 
Feldisolate wurden bis auf die Toxizitätsstufe 3200 gleich verteilt (Bei der Toxizitätstufe 
3200 wurden drei von vier Feldisolaten mit einbezogen, die beim ELISA als Doppelbildner 
betrachtet werden konnten, aber beim VZN-Test als solche nicht bestätigt wurden). Die 
Mehrzahl der Stx2-bildenden Feldisolate (12 von 17) konnte den Toxizitätsstufen 1600, 
3200 und 6400 (jeweils 4 Isolate pro Stufe) zugeteilt werden. Die doppelbildenden 
Feldisolaten konnten bis auf eins den Toxizitätsstufen 6400 (5 Feldisolate) und größer als 
6400 (10 Feldisolate) zugeteilt werden. 
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Tab. 15: Zytotoxische Feldisolate nach Intensität des zytotoxischen Effektes und Stx-
Art 
Anzahl CPE50 LD50/ml Stx1 Stx2 Stx1/Stx2 
1 50 5x102 1 0 0 
0 100 1x103 0 0 0 
2 200 2x103 1 1 0 
2 400 4x103 1 1 0 
5 800 8x103 2 3 0 
7 1600 1,6x104 2 4 1 
11 3200 3,2x104 7 4 0 
10 6400 6,4x104 1 4 5 
13 >6400 >6,4x104 3 0 10 
Die zytotoxischen Feldisolate wurden nach Toxizitätsgrad (niedrig, mittel und hoch) 
eingeteilt (Tab. 16). Niedrig toxische Feldisolate wurden mit einem CPE50 zwischen 50 und 
200, mitteltoxisch mit einem CPE50 zwischen 400 und 1600, hoch toxische mit einem CPE50 
gleich oder höher als 3200 definiert. Über 2/3 der zytotoxischen Feldisolate waren hoch 
toxisch. 




Niedrig 50-200 3 5,88% 
Mittel 400-1600 14 27,45% 
Hoch > 1600 34 66,67% 
Gesamt  51 100% 
4.4.6 Statistische Berechnungen zur Validierung des ELISA nach RICHTER 
et al. (1997) 
Der „cut-off“ des ELISA wurde mittels einer TG-ROC-Analyse (Two-Graph Receiver 
Operating Characteristic) nach GREINER (1995) in Abhängigkeit der Ergebnisse des VZN 
(„Goldstandard“) berechnet. Für die Berechnung des „cut-off“ wurden beide 
Testkomponenten (Stx1 und Stx2) für die 100 getesteten Feldisolate getrennt. 
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Die Fläche unter der Kurve (AUC) in der Receiver-Operating-Characteristic (ROC) Analyse 
für den Stx1 ELISA betrug 1,0 (untere Grenze für α = 0,05 [pu] 1,0, obere Grenze für α = 
0,05 [po] 1,0). Bei einem „cut-off“ mit einem Indexwert von 0,020 konnte eine Sensitivität 
von 100% sowie eine Spezifität von 100% erreicht werden. Die positiven und negativen 
prediktiven Werte wurden als 100% (pu = 100%; po = 100%) für die in dieser Studie 
analysierte „Muster-Population“ geschätzt. Daher wurde der Indexwert 0,020 als „cut-off“ 
Wert für weitere Untersuchungen bei den Feldproben beim Stx1 ELISA festgelegt. 
Für den Stx2 ELISA betrug die AUC in der ROC Analyse 0,993 (pu = 0,989; po = 0,998). Bei 
einem „cut-off“ mit einem Indexwert von 0,040 konnte eine Sensitivität von 100% (pu = 
100%; po = 100%) sowie eine Spezifität von 94% (pu = 88,4%; po = 99,7%) erreicht werden. 
Für diesen „cut-off“-Wert und diese „Muster-Population“ wurden prediktive positive und 
negative Werte in Höhe von 89,2% (pu = 79,2%; po = 99,2%) bzw. 100% (pu = 100%; po = 
100%) geschätzt. Bei einem „cut-off“-Wert von 0,050 sank die geschätzte Sensitivität auf 
93,9% (pu = 85,8%; po = 100%), die Spezifität stieg auf 95,5% (pu = 90,6%; po = 100%). Für 
diesen „cut-off“-Wert betrugen die geschätzten positiven und negativen prediktiven Werte 
91,2% (pu = 81,7%; po = 100%) bzw. 97% (pu = 92,8%; po = 100%). Die maximale Spezifität 
von 100% wurde mit einem „cut-off“-Wert von 0,1 erreicht. Bei diesem Wert betrug die 
Sensitivität 78,8% (pu = 64,8%; po = 92,7%). In diesem Fall war der geschätzte positive 
prediktive Wert 100% (pu = 100%; po = 100%) und der geschätzte negative prediktive Wert 
90,54% (pu = 83,9%; po = 97,2%) für die hier analysierte „Muster-population“. Für weitere 
Untersuchungen bei Feldproben wurde der „cut-off“ für den Stx2-ELISA mit einem 
Indexwert von 0,040 festgelegt. 
Die TG-ROC-Analyse zur Ermittlung des „cut-off“-Wertes beim Stx1/Stx2-ELISA wird in 
Abb. 7 gezeigt. Die x-Achse stellt die „cut-off“-Indexwerte, die y-Achse die entsprechende 
Sensitivität und Spezifität dar. Die obere Kurve stellt die Spezifität (Sp), die untere Kurve 
die Sensitivität (Se) dar. Die Sensitivitätskurve bleibt in oberen Bereich. Dies spricht für eine 
hohe Sensitivität des Tests. Bei der Sensitivitätskurve kann man ein Absenken feststellen, so 
dass bei einem steigenden „cut-off“ die Sensitivität stark reduziert wird. Dieses Absenken 
der Sensitivitätskurve ist beim Stx2-ELISA stärker. Die Spezifität erwies sich als 
hervorragend sowohl für den Stx1- als auch für den Stx2-ELISA. 
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Abb. 7: TG-ROC-Analyse zur Ermittlung des „cut-off“-Wertes beim Stx1/Stx2-
ELISA 
Die Ergebnisse des ELISA bei den 100 E. coli-Feldisolaten wurden nach ihren Indexwerten 
und den Ergebnissen des VZN in 19 Klassen aufgeteilt dargestellt (Tab. 17). Diese 
Klassifizierung liefert einen Überblick über die Verteilung der 100 E. coli-Feldisolaten nach 
ihren Ergebnissen in beiden Tests. 


































Beim Stx1 ELISA fielen 66 Isolate in Klasse 1 (Indexbereich 0,000 ≤ 0,010). Diese 66 
Feldisolate reagierten negativ für Stx1 im VZN. Jeweils ein Isolat konnte den Klassen drei 
(Indexbereich 0,021 ≤ 0,030), vier (Indexbereich 0,031 ≤ 0,040), fünf (Indexbereich 
0,041 ≤ 0,050), zehn (Indexbereich 0,091 ≤ 0,100), zwölf (Indexbereich 0,111 ≤ 0,120) und 
dreizehn (Indexbereich 0,121 ≤ 0,130) zugeordnet werden. Die restlichen 28 Isolate wurden  
der Klasse neunzehn (Indexbereich über 0,180) zugeordnet. Die 34 Isolate der Klassen drei 
bis neunzehn wurden beim VZN als Stx1-positiv nachgewiesen.  
Beim Stx2 ELISA fielen 59 Isolate in Klasse eins (Indexbereich 0,000 ≤ 0,010). Ein Isolat 
fiel in Klasse zwei (Indexbereich 0,011 ≤ 0,020), zwei Isolate in Klasse drei (Indexbereich 
0,021 ≤ 0,030) und ein Isolat in Klasse fünf (Indexbereich 0,041 ≤ 0,050). Diese 63 Isolate 
waren negativ für Stx2 im VZN. Zwei bis drei Isolate wurden den Klassen fünf 
(Indexbereich 0,041 ≤ 0,050), sechs (Indexbereich 0,051 ≤ 0,060) und sieben (Indexbereich 
0,061 ≤ 0,070) zugeordnet. In jeder diesen Klassen war ein Stx2-negatives Isolat beim VZN, 
während die anderen positiv waren. Alle Isolate der Klassen acht (Indexbereich 
0,071 ≤ 0,080), neun (Indexbereich 0,081 ≤ 0,090), elf (Indexbereich 0,101 ≤ 0,110), zwölf 
(Indexbereich 0,111 ≤ 0,120), fünfzehn (Indexbereich 0,141 ≤ 0,150) und sechszehn 
(Indexbereich 0,151 ≤ 0,160) waren Stx2-positiv im VZN. Nur ein Isolat der Klasse zehn 
(Indexbereich 0,091 ≤ 0,100) war Stx2-negativ beim VZN. Einundzwanzig Isolate der 
Klasse neunzehn (Indexbereich über 0,180) waren Stx2-positiv im VZN. 
Unter Berücksichtigung der festgelegten „cut-off“-Werte (0,020 bzw. 0,040) ist es 
erkennbar, dass alle Stx1-produzierende Feldisolaten vom Stx1-ELISA erkannt wurden. 37 
Feldisolaten überschritten den „cut-off“ im Stx2-ELISA, vier davon wurden aber nicht vom 
VZN als Stx2-produzierend erkannt.  
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 positive negative positive negative 
1 0,000 ≤ 0,010 0 66 0 59 
2 0,011 ≤ 0,020 0 0 0 1 
3 0,021 ≤ 0,030 1 0 0 2 
4 0,031 ≤ 0,040 1 0 0 1 
5 0,041 ≤ 0,050 1 0 2 1 
6 0,051 ≤ 0,060 0 0 1 1 
7 0,061 ≤ 0,070 0 0 2 1 
8 0,071 ≤ 0,080 0 0 1 0 
9 0,081 ≤ 0,090 0 0 1 0 
10 0,091 ≤ 0,100 1 0 0 1 
11 0,101 ≤ 0,110 0 0 1 0 
12 0,111 ≤ 0,120 1 0 2 0 
13 0,121 ≤ 0,130 1 0 0 0 
14 0,131 ≤ 0,140 0 0 0 0 
15 0,141 ≤ 0,150 0 0 1 0 
16 0,151 ≤ 0,160 0 0 1 0 
17 0,161 ≤ 0,170 0 0 0 0 
18 0,171 ≤ 0,180 0 0 0 0 
19 > 0,180 28 0 21 0 
 Gesamt 34 66 33 67 
Der Korrelationskoeffizient für Indexwerte beim ELISA und CPE50 beim Toxizitätstest 
betrug 0,417. Dieser Wert entspricht einer mäßigen Übereinstimmung beider Parameter. 
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4.4.7 Andere ELISAs 
4.4.7.1 ELISA nach RANDALL et al. (1997) 
In diesem Test konnte keine Diskriminierungskapazität zwischen Positiv- und 
Negativkontrolle festgestellt werden. Unterschiede in den OD-Messwerten von Positiv- und 
Negativkontrolle ließen sich nicht nachweisen. 
Ein Immunoblot der angesetzten biotinylierten mAk 13C4 ergab eine positive 
Bindungsreaktion mit allen angewendeten Kontrollstämme (Stx1- sowie Stx2-Bildenden, 
aber auch bei Stx-negative Stämme) bei allen Verdünnungsstufen. 
4.4.7.2 ELISA mit kommerziellem Globotriaosylceramid 
In diesem ELISA traten sehr unterschiedliche Ergebnisse bezüglich der Färbungsreaktion der 
angewendeten Kontrollstämme auf. In einigen Fällen konnte eine gute 
Diskriminierungskapazität nachgewiesen werden (z.B. OD ca. 2,0 bei der Positivkontrolle, 
OD ca. 0,050 für die Negativkontrolle). Wie schon von BASTA et al. (1989) beschrieben 
ließen sich die Ergebnisse oft nicht reproduzieren. 
4.5 Vergleich des validierten ELISA mit der MK1/MK2-PCR (KARCH und 
MEYER, 1989) 
Die im Rahmen des STEC-Monitoring-Programmes gewonnenen Rinderkotproben wurden 
mit dem ELISA nach RICHTER et al. (1997) und der MK1/MK2-PCR (KARCH und 
MEYER, 1989) anhand von 1030 Rinderkotproben verglichen (Tab. 18). Die ELISA-
Ergebnisse wurden auf der Basis der mit der TG-ROC-Analyse ermittelten „cut-off“-Werte 
für Stx1 und Stx2 ausgewertet. Bei den positiven ELISA-Ergebnissen konnten Stx1-, Stx2- 
und Stx1/Stx2-positive Ergebnisse diskriminiert werden. 
Bei den untersuchten Rinderkotproben fanden sich 500 PCR-positive Proben (stx1 oder 
stx2). Davon waren 264 positiv im ELISA, aufgeteilt in 49 Stx1-, 120 Stx2- und 95 
Stx1/Stx2-positive. Die anderen 236 PCR-positiven Proben erwiesen sich als negativ im 
ELISA. Übereinstimmende negative Resultate wurden bei 487 Rinderkotproben erzielt. Bei 
43 PCR-negativen Proben wurden positive ELISA-Ergebnisse festgestellt. Davon waren 17 
Stx1-, 17 Stx2- und 9 Stx1/Stx2-positiv. Insgesamt wurde eine Übereinstimmung zwischen 
PCR und ELISA bei 751 (72,9%) Rinderkotproben festgestellt. Ein Kappa-Wert von 0,452 
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(pu = 0,401, po = 0,503) wurde beim Vergleich zwischen PCR und ELISA berechnet. Dies 
spricht für eine moderate Übereinstimmung beider Tests. 
Tab. 18: Vergleich zwischen ELISA und PCR 
ELISA 
ELISA-positive PCR 








17 17 9 
487 
Die Ergebnisse des Vergleichs zwischen ELISA und PCR wurden in 20 Klassen aufgeteilt. 
Zu diesem Zweck wurden die maximal erreichten Indices von Stx1 und Stx2 den 
entsprechenden PCR-Ergebnissen gegenübergestellt (Tab. 19). Aus der Tab. 19 ist zu 
ersehen, dass fast ¾ der Proben (744/1030) sich in einem niedrigen Indexbereich befanden 
(Klasse 1, Index zwischen 0,000 und 0,050). In dieser Klasse konnten 247 PCR-positive und 
497 PCR-negative festgestellt werden. Die Anzahl der PCR-positiven Ergebnisse sank im 
Allgemeinen mit steigendem Index. Ein noch drastischeres Absenken der Anzahl der PCR-
negativen Proben wurde mit steigenden Indexbereichen beobachtet. In den höchsten 
Indexbereichen ab Klasse 16 (Index höher als 0,751) konnten keine PCR-negative Proben 
nachgewiesen werden. 
Von den 307 ELISA-positive Proben gehörten 21 der Klasse 1 (Indexbereich gleich oder 
kleiner als 0,050) an, während die Mehrzahl der Proben (286/307) einen maximalen Index 
höher als 0,050 zeigte. Die meisten ELISA-positive Proben gehörten zu Klassen 2, 3 und 4 
(52/307, 34/307 und 33/307). 
Aus den Daten der Tab. 19 wurde ein Säulendiagramm zwischen dem maximalen Index des 













1 0,000 ≤ 0,050 247 497 744 
2 0,051 ≤ 0,100 41 11 52 
3 0,101 ≤ 0,150 32 2 34 
4 0,151 ≤ 0,200 29 4 33 
5 0,201 ≤ 0,250 19 1 20 
6 0,251 ≤ 0,300 25 2 27 
7 0,301 ≤ 0,350 12 7 19 
8 0,351 ≤ 0,400 14 1 15 
9 0,401 ≤ 0,450 7 1 8 
10 0,451 ≤ 0,500 9 0 9 
11 0,501 ≤ 0,550 9 0 9 
12 0,551 ≤ 0,600 6 2 8 
13 0,601 ≤ 0,650 3 1 4 
14 0,651 ≤ 0,700 4 0 4 
15 0,701 ≤ 0,750 6 1 7 
16 0,751 ≤ 0,800 3 0 3 
17 0,801 ≤ 0,850 11 0 11 
18 0,851 ≤ 0,900 4 0 4 
19 0,901 ≤ 0,950 9 0 9 
20 >0,951 10 0 10 
 Gesamt 500 530 1030 
In Abb. 8 kann man ein Absenken der Anzahl an Proben pro Klasse in Beziehung zur 
Steigerung des Indexwertes erkennen. Klasse 1 (Indexbereich gleich oder kleiner als 0,050) 
bezog fast ¾ der Proben ein. Das Verhältnis von PCR-positiven zu PCR-negativen Proben 
betrug in der Klasse 1 ungefähr 1 zu 2. Dieses Verhältnis änderte sich in den nachfolgenden 
Klassen. Ab Klasse 2 (Indexbereich zwischen 0,051 und 0,100) war die Anzahl positiver 
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PCR-Proben immer höher als die Anzahl negativer PCR-Proben. Ab Klasse 16 













Abb. 8:   Verteilung von Proben zum Vergleich zwischen ELISA und PCR nach  
Indexbereichen und PCR-Ergebnissen 
4.6 Versuche zur Haltbarkeit konservierter beschichteter ELISA-Platten 
Bei allen Konservierungsversuchen waren Verluste im Bindungsvermögen zu verzeichnen. 
Die Varianten 1 und 2 zeigten durchschnittliche Verluste von ca. 50%, die Variante 3 von ca.  
20 % im Vergleich zu frisch beschichteten Platten. Die Abb. 9 zeigt die Bindungskapazität 
von konservierten beschichteten ELISA-Platten im Vergleich zu frisch beschichteten 
ELISA-Platten (grauer Balken). An jeder Säule werden die OD der unterschiedlichen 
positive Kontrollstämme (J1, W34, H19, B2, B7) als Mittelwert repräsentiert. Bei der 
Konservierungsvariante 1 erreichten alle Kontrollstämme OD-Werte im Durchschnitt von ca. 
50% im Vergleich zu frisch beschichteten Platten, sowohl nach 3 Wochen (Säule 1_3) als 
auch nach 5 Wochen (Säule 1_5) Konservierungszeit. Die Variante 2 zeigte in der Woche 3 
(Säule 2_3) eine durchschnittliche Bindungskapazität von ca. 40%, während in der Woche 5 
(Säule 2_5) die Werte etwas höher lagen (ca. 65%). Die Variante 3 zeigte die höchste 
Bindungskapazität im Vergleich zu den frisch beschichteten Platten. Sie betrug im 


















Abb. 9: Bindungskapazität von konservierten beschichteten ELISA-Platten im 
Vergleich zu frisch beschichteten ELISA-Platten 
Die einfach gefrorenen Platten (Variante 3) wurden bis zu einem Zeitraum von 3 Monaten 
getestet. Die Verluste betrugen im Durchschnitt ca. 30%. Die Bindungskapazität nahm in der 
Variante 1 im Verlauf der Zeit ab. In Variante 2 war der Verlust in der Woche 3 größer als in 
der Woche 5. In der Variante 3 erschien das Verhältnis praktisch unverändert. Die Abb. 10 
stellt die Änderungen der Bindungskapazität der mit der Variante 3 beschichteten ELISA-
Platten im Verlauf der Zeit dar. Auf der x-Achse sind die unterschiedlichen Versuchstage 
aufgetragen. Die y-Achse zeigt die Bindung bezüglich der frisch beschichteten Platten. In 
jeder Säule werden die OD-Werte der unterschiedlichen positiven Kontrollstämme (J1, W34, 
H19, B2, B7) als Mittelwert dargestellt. Bis auf einen Tag (16) wurden Verluste in der 
Bindungskapazität festgestellt. Im Durchschnitt war die Bindungskapazität ca. 70%. Die 
größten Einbußen an Bindungskapazität wurden in den Tagen 37, 49 und 64 verzeichnet. Die 
Bindungskapazität nahm nach dem Tag 71 ab. Dieses Absinken der Bindungskapazität ist an 
den Höhenunterschied zwischen den beiden Säulen (Var. 3 und frisch) in den Tagen 76, 83 
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Abb. 10: Änderungen der Bindungskapazität der mit der Variante 3 beschichteten 




5 Auswertung und Diskussion der Ergebnisse 
5.1 Anzucht von Hybridoma-Zelllinien und monoklonalen Ak 
Für die Durchführung des VZN und der verschiedenen ELISAs wurden Hybridoma-
Zelllinien zur Herstellung von mAk angezüchtet. Zwei Hybridoma-Zelllinien kamen zum 
Einsatz (13C4 die mAk gegen Stx1 produziert und 11E10 die mAk gegen Stx2 produziert). 
Die Zelllinien 13C4 und 11E10 produzierten bei den Anzüchtungen mit FKS größere 
Mengen an mAk-haltigen Zellkulturüberständen. Die Aktivität des mAk wurde mit einem 
Immunoblot bestimmt. Eine einzelne aktive serumfreie 13C4-Charge wurde gewonnen. 
Diese Charge erwies sich als wenig reaktiv (Aktivität 1:10). Auch das Wachstum der 
serumfreien Anzüchtungen war langsamer als bei den FKS-enthaltenden Anzüchtungen. 
5.2 Validierung von ELISAs 
5.2.1 Vero-Zell-Neutralisationstest 
Beim Einsatz monoklonaler Antikörper für den VZN wurde auf eine Reinigung verzichtet. 
Der Einsatz gereinigter mAk war für den VZN ungeeignet, da beim VZN über 2 Tage ohne 
Antibiotikazusatz inkubiert wird. Die gereinigten mAk werden von Serumresten, aber nicht 
von Keimen befreit. Daher besteht durch die Reinigungsprozedur die Gefahr des Eintrags 
von Keimen in die Vero-Zellkultur. Eine Sterilfiltration erwies sich als ungeeignet, da 
Verluste in der Aktivität und in der Menge der mAk zu verzeichnen waren. Um eine 
Beeinträchtigung des Testsystems auszuschließen, wurde auf das Konservieren der mAk-
Lösung mit chemischen Substanzen wie Na-Azid verzichtet. Durch den Einsatz von FKS im 
Zellkulturmedium bei den Hybridoma-Zelllinien enthielten die Zellkulturüberstände eine 
hohe Konzentration an mAk (ablesbar in einer maximalen Aktivität beim Immunoblot in 
einer Verdünnüng von 1:500). 
Die mikroskopische Bestimmung des CPE ist eine mühsame und langwierige Tätigkeit, setzt 
große Erfahrung voraus und ist trotzdem immer von subjektiven Messfehlern begleitet. In 
der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche Methoden zur Objektivierung von 
Ergebnissen und zur Automatisierung der Messungen getestet, um damit eine Reduzierung 
des Aufwandes beim VZN zu erzielen. 
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Einige Autoren (FIEBLINGER et al., 1995; HÄNEL et al., 1998) berichteten über den 
erfolgreichen Einsatz eines automatischen Partikelzählers zur Auswertung von 
Toxizitätstests auf Zelllinien. In der vorliegenden Arbeit erwies sich der Einsatz des 
Partikelzählers Coulter Z2 für die quantitative Auswertung des VZN als geeignet. 
Diese Methode erwies sich unter allen betrachteten Methoden als die günstigste. 
Insbesondere in Bezug auf Schnelligkeit (Messungen/Zeit), Genauigkeit (Zellen/Messung, 
damit Reduzierung der methodischen Fehler), Objektivität (subjektive Fehler). Die Coulter-
Ergebnisse und die mikroskopischen Untersuchungen lieferten vergleichbare Ergebnisse. 
Die Einstellungsphase des Partikelzählers Coulter Z2 für den VZN war mit ca. 1 Monat im 
Vergleich zum MTT-Test wesentlich kürzer. Das Trypsinieren der Vero-Zellen für die 
Messung mit dem Coulter Z2 ist relativ arbeitsaufwendig. Trotzdem wird die Effektivität 
und Korrektheit der Messungen von keiner anderen für die Arbeit eingesetzten Methoden 
erreicht. Die Zellzählung mit dem Coulter Z2 stellte sich als eine bessere Methode als die 
Färbungsmethoden dar und ist somit das Mittel der Wahl zur Quantifizierung des VZN. 
Trotzdem ist diese Methode, ebenso wie die Färbungsmethoden, sehr aufwendig. Alle 
Methoden mussten stets durch mikroskopische Beobachtungen überwacht werden, da sie 
indirekte Methoden sind. 
Ein Vergleich mit den Ergebnissen von Toxizität- und Toxizitätsneutralisationstest anderer 
Autoren ist schwierig, da Standardisierungskriterien fehlen. KONOWALCHUK et al. (1977) 
führten ihre Zytotoxizitätsversuche auf 24-Loch-Zellkulturplatten (0,5 ml/Vertiefung) durch, 
bei den weiteren hier genannten Arbeiten wurden 96-Loch-Zellkulturplatten eingesetzt. Die 
Beurteilung erfolgte mikroskopisch. RANDALL et al. (1997) ermittelten bei ihren 
Toxizitätstests und Toxizitätsneutralisationstests den CPE50 ebenso durch mikroskopische 
Beobachtung. Eine quantitativ durchgeführte Auswertung des CPE wurde in diesen beiden 
Arbeiten nicht erwähnt. GENTRY und DAYLRIMPLE (1980) werteten ihren Toxizitätstest 
auf der Basis der KV-Färbung mit einer spektralfotometrischen Messung aus. FRANKE 
(1994), BREY (1998) und GRIF et al. (1998) verwendeten ebenfalls diese Methode für 
Toxizitätstests bei E. coli. Der von LINDL und BAUER (1994) beschriebene MTT-Test auf 
Lebensfähigkeit von Zellen wurde von BREY (1998) und WIELER (1997) zur Anwendung 
beim Toxizitätstest bzw. VZN angewendet. In bisherigen Arbeiten wurde der VZN nicht mit 
Hilfe eines Partikelzellzählgerätes ausgewertet. 
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Die vorliegenden Ergebnisse des Neutralisationstests unterscheiden sich von den 
Neutralisationsversuchen von RANDALL et al. (1997) und WIELER (1997). WIELER 
(1997) testete 232 stx-positive Isolate mit dem VZN zur Bildung von Stx. Alle Stämme 
reagierten im Toxizitätstest positiv. Im Neutralisationstest reagierten 157/157 (68%) für 
Stx1/stx1, 50/53 (22%) für Stx2/stx2 und 20/22 (9%) als Doppelbildner. Ähnlich wie in der 
vorliegenden Arbeit ließen sich 5 Isolate (zwei stx2- bzw. drei stx1/stx2-Träger) nicht 
neutralisieren. RANDALL et al. (1997) berichteten über 168 mit dem Toxizitätstest getestete 
E. coli-Feldisolate. Davon waren die positiven und negativen Feldisolate zur Hälfte (84 
positiv, 84 negativ) aufgeteilt. Neutralisationsversuche dienten nur zur Ermittlung der 
Spezifität des Toxizitätstests und wurden bei zehn ausgesuchten Toxinpräparationen 
erfolgreich angesetzt. 
In der vorliegenden Studie verteilten sich beim VZN die untersuchten Feldisolate relativ 
gleichmäßig. Im ersten Teil (Toxizitätstest) hielten die positiven und negativen Ergebnisse 
ungefähr die Waage (51 positive, 49 negative Feldisolate). Beim Toxizitätsneutralisationstest 
verteilten sich die zytotoxischen Feldisolate ungefähr zu Dritteln. 18 (35%) Stx1-bildner, 17 
(33%) Stx2-bildner und 16 (32%) Doppelbildner ließen sich nachweisen. 
Die Toxizität der Feldisolate in der vorliegenden Studie schwankte zwischen 5x102 und über 
6,4x104 LD50/ml. Zwei Drittel der Feldisolate besaßen eine hohe Toxizität zwischen 3,2x10
4 
LD50/ml und über 6,4x10
4 LD50/ml. In der Arbeit von WIELER (1997) wurde die Toxizität 
zwischen 4,5x102 und 8x104 LD50/ml eingestuft. Diese leichten Unterschiede in der Toxizität 
liegen wahrscheinlich an Unterschieden in der Durchführung des Toxizitätstests. Sie könnten 
auch an der Art der Quantifizierung, sowie an der Natur der angewendeten Feldisolate 
liegen. RANDALL et al. (1997) übermittelten keine Angaben zur Quantifizierung des 
zytotoxischen Effektes. 
Weitere Versuche zur Quantifizierung von Ergebnissen beim VZN unter Anwendung 
unterschiedlicher Färbeverfahren konnten nicht erfolgreich abgeschlossen werden. Das KV-
Färbeverfahren wird durch die Schwierigkeit der mikroskopischen Beurteilung ungefärbter 
Zellen beeinträchtigt, wie schon von BREY (1998) beschrieben. 
Eine spektralfotometrische Quantifizierung des CPE50 über die Menge an Farbstoff bzw. 
gefärbte Fläche mit dem KV-Färbeverfahren korrelierte mit den mikroskopischen 
Untersuchungen, ist aber sehr arbeits- und zeitaufwändig. Diese Methode ist wenig objektiv, 
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ein großer subjektiver Fehler bei der Messung am Mikroskop ist immer mit einbezogen. Bei 
der spektralfotometrischen Messung traten oft verwirrende Messergebnisse auf. Dadurch 
konnten wenige nützliche Ergebnisse geliefert werden. Dieses Problem hätte unter 
Umständen durch das Lösen des gefärbten Zellrasens mit Alkohol vor der Messung 
(FRANKE, 1994) vermieden werden können. 
Die mikroskopische Beurteilung des zytopathischen Effektes von Shiga-Toxinen auf Vero-
Zellen ließ sich mit der Anwendung des MTT-Verfahrens als Vitalfärbung verbessern. Die 
von HÖRMANSDÖRFER et al. (1991) beschriebene objektive Erkennung des zytotoxischen 
Effektes der Stx im VZN könnte bei der manuellen Zählung, aber nicht bei der 
spektralfotometrischen Messung bestätigt werden. 
Eine Korrelation zwischen der optischen Dichte, durch spektralfotometrische Messungen 
ermittelt, und Zählungen am inversen Mikroskop, konnte nur zum Teil gezeigt werden. Bei 
der Testkomponente Neutralisationstest lag die Hälfte der spektralfotometrischen 
Messergebnisse in einem niedrigen OD-Bereich unter 0,5 OD. Diese Werte korrelierten 
zusätzlich am schlechtesten mit den parallelen Messergebnissen am inversen Mikroskop. 
Möglicherweise war die Zellzahl pro Vertiefung für diese Art der Messung zu gering. 
LINDL und BAUER (1994) gaben für ihre Messungen einen Messbereich zwischen 2x105 
und 5x105 lebende Zellen/ml an, in dem der Test brauchbare Messwerte liefert. Aus den 
eigenen Untersuchungen konnten mit Hilfe der Coulter-Messungen unterschiedliche 
Zellkonzentrationsbereiche und Überlebensraten in Zusammenhang gebracht werden (siehe 
Abb. 2). Nach dieser Methode wurden Zellkonzentrationen zwischen 2x105 und 
5x105 Zellen/ml im Durchschnitt bei Überlebensraten ab 80% festgestellt. Wahrscheinlich 
funktionieren die spektralfotometrischen MTT-Messungen nur in diesem Bereich. 
Die Erfahrungen anderer Autoren, (BREY (1998) [MTT- und KV-Methode], GENTRY und 
DAYLRYMPLE (1980), FRANKE (1994), GRIF et al. (1998) [KV-Methode], WIELER 
(1997) [MTT-Methode]) zur Eignung der KV-, MTT-Färbung für die Auswertung des VZN 
konnten in dieser Arbeit nur zum Teil bestätigt werden. Die von BREY (1998) 
beschriebenen Schwierigkeiten der KV-Methode wurden bestätigt. Bei den meisten Arbeiten 
wurden mit den Färbungsmethoden nur einzelne oder wenige Stämme auf Toxizität getestet. 
Nur WIELER (1997) berichtete über den Einsatz des MTT-Tests an über 232 E. coli-
Stämmen, die mit dem VZN getestet wurden. Der von WIELER (1997) durchgeführte MTT-
Färbungsprozess betrug ca. 16 Stunden. In der vorliegenden Arbeit wurde das Verfahren 
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nach LINDL und BAUER (1994) mit zweistündiger Färbezeit angewendet. Eine 
Verlängerung der Inkubationszeit hätte möglicherweise die Intensität der Färbung erhöht. 
Nachteilig wäre die Testverlängerung des VZN um fast einen Tag. Bedingt durch die 
Unlöslichkeit des Formazan müssen die gefärbten Zellen zur Messung zerstört werden. Das 
ist zeit- und arbeitsaufwendig und erschwert die Optimierung des Tests in der 
Einstellungsphase, da nach dem Lösen des Zellrasens nur eine spektralfotometrische 
Messung möglich ist. Erfahrungsgemäß dauert die Einstellung eines Tests wie des MTT ca. 
ein Jahr (BREIDT und WIEN, pers. Mitt., 10.11.1998). Im Gegensatz zum MTT-Test 
zeichnen sich XTT und INT,1a durch höhere Sensitivität und die Möglichkeit der 
spektralfotometrischen Messung ohne Zerstörung der Zellen aus. Damit ist die Einstellung 
des Tests vereinfacht (PAULL et al., 1988; ISHIYAMA et al., 1993). Ein zusätzlicher 
Nachteil der Anwendung von MTT ist das Entstehen von Abfällen, die zum Teil nicht 
reduziertes MTT (Mutagen) enthalten und gesondert entsorgt werden müssen. Enzymatische 
Methoden wie z.B. LDH sind umstritten. GRIF et al. (1998) setzten das LDH-Verfahren ein 
und erhielten genauso gute Werte wie beim KV-Test. RICHTER (pers. Mitt., 19.03.1998) 
berichtete über das Misslingen bei der Anwendung eines solchen Tests und lehnte diese 
Methode für den Nachweis von Stx ab. Trotzdem ist die MTT objektiver als die KV-
Färbung, aber bedingt durch die aufgetretenen Schwierigkeiten bei der spektralfotometrische 
Messung und die aufwendige Zählung am Mikroskop ist diese Methode für eine größere 
Anzahl an Proben nicht geeignet. 
Bei der colorimetrischen Auswertung des VZN war es nicht möglich, den Test auf der Basis 
der spektralfotometrischen Messung quantitativ auszuwerten. Das KV-Verfahren wurde auf 
Grund der Schwierigkeiten bei der mikroskopischen Beurteilung und der niedrigen 
Objektivität nicht weiter benutzt. Der MTT-Test ermöglichte zwar eine objektivere 
Beurteilung der mikroskopischen Ergebnisse (optische Zählung), eignet sich aber nur 
bedingt für spektralfotometrische Messungen. Die mikroskopische Zählung ist für größere 
Untersuchungszahlen ungeeignet.  
Der VZN wurde als Referenzmethode („Goldstandard“) für das Erkennen von Stx1 und Stx2 
festgelegt. Dieser Test wurde für die Validierung des ELISAs mit mAk nach RICHTER et 
al. (1997) angewendet. Die automatische Zellzählung mit dem Partikelzähler (Coulter Z2) 
erwies sich als die schnellste und objektivste Methode zur Ermittlung der Ergebnisse des 
VZN. Für diese Art der Messung ist der Einsatz zusätzlicher toxischer oder radiaktiver 
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Substanzen nicht nötig. Verschiedene Färbungsmethoden, wie die von GENTRY und 
DAILRYMPLE (1980) beschriebene KV-Färbung und die MTT-Vitalfärbung nach LINDL 
und BAUER (1994) erwiesen sich in diesen Untersuchungen als nicht geeignet. Diese 
Methoden zur Quantifizierung der Ergebnisse des VZN waren semiquantitativ, sehr 
aufwendig, fehleranfällig (außer Coulter-Messung) und mussten stets durch mikroskopische 
Beobachtungen überwacht werden. 
5.2.2 ELISA nach RICHTER et al. (1997) 
Der ELISA nach RICHTER et al. (1997) mit mAk war sehr praktikabel und lieferte 
reproduzierbare Ergebnisse. Mit gereinigten und nicht gereinigten mAk konnte der ELISA in 
gleicher Qualität, durch eine Titration bestätigt, durchgeführt werden. Nach Feststellung der 
Gleichwertigkeit wurde mit den einfacher zu gewinnenden, nicht gereinigten mAk 
gearbeitet. Damit konnte eine Verringerung des Arbeitsaufwandes erzielt werden. Dieser 
ELISA erwies sich als sehr sparsam und wenig aufwendig. 
Die HF von Echinococcus granulosus enthalten das wasserlösliche P1-like-Glykoprotein 
(CORY et al., 1974). Wie das Gb3 besitzt diese Substanz gute Bindungseigenschaften zu 
Stx1 und Stx2, kann gleichzeitig mit herkömmlichen wasserlöslichen Beschichtungspuffern 
gut gelöst werden und ist widerstandsfähiger als kommerzielles Gb3. Längere 
Lagerungszeiten bei –20 °C verursachten keine Verluste an der Aktivität dieser Substanz.  
Die beiden Chargen der HF, die in dieser Arbeit angewendet wurden, erwiesen sich als 
gleich aktiv und wurden laut Vorschrift von RICHTER et al. (1997) in einer Konzentration 
von 1:400 beim ELISA angewendet.  
5.2.3 Statistische Berechnungen zur Validierung des ELISA nach RICHTER 
et al. (1997) 
Für die Validierung des ELISA nach RICHTER et al. (1997) wurden 100 E. coli-Feldisolate 
parallel mit dem ELISA und mit dem VZN getestet. Anhand der Ergebnisse beider Tests 
wurden mit Hilfe einer TG-ROC-Analyse die „cut-off“-Werte sowie die Sensitivität und 
Spezifität beider Testkomponenten (Stx1 und Stx2) des ELISA ermittelt. 
Von den für die Validierung des ELISA benutzten zytotoxischen Feldisolaten war die 
Mehrheit hochtoxisch, wie aus Tab. 16 (zytotoxische Feldisolate nach Toxizitätsgrad) zu 
ersehen ist. Dies stimmt mit der Aussage von KONOWALCHUK et al. (1977) überein, die 
 
72 
postulieren, dass Stx bei Vero-Zellen hochtoxisch wirkt. Diese hohe Toxizität war am 
stärksten bei den doppelbildenden Feldisolaten ausgeprägt (15/16 Feldisolaten hochtoxisch). 
Die Höhe der Toxizität (als CPE50 dargestellt) korrelierte nicht mit dem im parallel 
durchgeführten ELISA gewonnenen Indexwert. Der Korrelationskoeffizient für beide 
Ergebnisreihen betrug 0,417. Dieser Wert entspricht einer mäßigen Übereinstimmung beider 
Parameter, so dass nicht davon ausgegangen werden kann, dass ein hoher Indexwert beim 
ELISA stets für eine hohe Toxizität der Toxinpräparationen (bzw. eine größere Menge an 
Stx) spricht. 
Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die spezifischen Stx1- und Stx2-ELISA (RICHTER et al., 
1997) für die Erkennung von Stx1 und Stx2 benutzt werden können. Die „cut-off“-Werte 
wurden zum Erreichen sehr hoher Sensitivitätswerte sehr niedrig angesetzt. Dies 
beeinträchtigt die Spezifität so gut wie nicht. Somit ist der Test in der Lage, positive 
Feldisolate von negativen sehr gut zu unterscheiden. Aus Abb. 7 ist ein langsames Absinken 
der Sensitivitätskurve für Stx1 und Stx2 erkennbar. Das bedeutet eine hohe Sicherheit des 
Tests bei Verwendung eines niedrigen „cut-off“. Im Vergleich zwischen ELISA und PCR 
wurde festgestellt, dass ein hoher Prozentsatz der positiven ELISA Proben (286/307, über 
93% der ELISA-positiven Proben) einen maximalen Index über 0,050 hatte. Die Festlegung 
des „cut-off“ bei 0,020 bzw. 0,040 erwies sich in der durchgeführten Feldstudie als sehr 
günstig. 
Die Ergebnisse der Validierung bestätigten, dass alle E. coli-Feldisolate die nach dem VZN-
Test Stx1 bildeten, auch von Stx1-ELISA erkannt wurden. Durch die Festlegung eines 
niedrigen „cut-off“ konnte man die Feldisolate sicher zwischen Stx1-positiv und Stx1-
negativ diskriminieren. Die geschätzte Sensitivität und Spezifität belief sich auf 100% in 
Beziehung zum „Goldstandard“-Test (VZN). Wenn die AUC in der ROC-Analyse berechnet 
wurde, wurde ein Wert von 1,0 erreicht. Dieser Parameter ist ein Maß für die 
Diskriminierung zwischen positive und negative Proben. Aus diesen Gründen kann der Stx1-
ELISA als quasi ideal für den Nachweis von Stx1 betrachtet werden. Ein Grund dafür könnte 
sein, dass Stx1 ein Molekül ist, welches fast homolog mit dem Shiga Toxin von Shigella 
dysenteriae ist (CALDERWOOD et al, 1996). In der vorliegenden Arbeit konnten keine 
Unstimmigkeiten durch Stx1-Varianten zwischen VZN und ELISA festgestellt werden. Es 
ist ein mAk entwickelt worden (13C4), der sehr gut mit diesem Toxin bindet 
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(STROCKBINE et al., 1985). Auch WIELER (1997) erzielte bei 157 E. coli Stämmen, die 
nur stx1-Gene enthielten, eine vollständige Übereinstimmung mit dem Neutralisationstest. 
Die Stx2-produzierenden Feldisolate wurden auch vom Stx2-ELISA sehr gut erkannt. Bei 
einem „cut-off“-Wert von 0,040 wurden nur 4 Isolate, die einen Indexwert über dem „cut-
off“ besaßen, nicht von den Stx2-mAk (11E10) beim VZN erkannt. Diese 4 Feldisolate 
reagierten beim VZN Stx1-positiv. Über Probleme im Neutralisationstest bei Stx wurde 
schon von WIELER (1997) und SCOTLAND et al. (1987) berichtet. Ihrer Ansicht nach 
produzieren Stx2-bildner auch zusätzlich Stx2 Subtypen, die mit den monoklonalen Ak nicht 
erkannt werden. 
Das Vorkommen von stx1- bzw. stx2-Genen wurde bei diesen 4 Feldisolaten durch den 
Einsatz einer PCR mit den Primerpaaren LP30/31 bzw. LP43/44 (CEBULA et al., 1995) 
nachgewiesen. Es ist möglich, dass die Expression von Stx1 sehr hoch ist und dass die 
Expression des stx1-Genes die Expression von Stx2 bei diesen Feldisolaten unterdrückt. Die 
ELISAs wiesen beide Toxine nach. Während die Indexwerte für Stx1 sehr hoch waren, lagen 
die Stx2-Indexwerte kaum über dem „cut-off“-Wert. Deshalb könnte die Sensitivität so 
eingestellt werden, dass sie höher in Beziehung zur Sensitivität des VZN ist, wenn die 
E. coli-Feldisolate die Fähigkeit haben, Stx1 und Stx2 zu bilden. Mit einer AUC von 0,993 
in der ROC-Analyse kann der Stx2-ELISA als ein guter Test für den Stx2-Nachweis 
eingestuft werden. 
Diese vom Neutralisationstest als falsch positiv ausgewiesenen ELISA-Ergebnisse sind, 
bewiesen durch den Gennachweis in der PCR, nicht auf eine Fehlreaktion des ELISA 
zurückzuführen. Sie beruhen eher auf einer geringeren Sensitivität des als „Goldstandard“ 
definierten Neutralisationstests. 
Für die Durchführung des VZN mit den beiden Komponenten Toxizitätstest und 
Toxizitätsneutralisationstest ist große Erfahrung in der Zellzucht notwendig. Dieser Test ist 
teuer und schwer zu standardisieren. Außerdem ist er mit einer Dauer von mindestens 6 
Tagen zeitaufwändig. Durch die Ermittlung des CPE anhand der mikroskopischen Messung 
kann ein gewisser Grad an Willkürlichkeit nicht vermieden werden. Die Benutzung des 
Partikelzählers liefert reproduzierbare Ergebnisse. Ein weiterer Fortschritt in Beziehung auf 
die Minimierung des methodischen Fehlers konnte damit erzielt werden. Trotzdem ist der 
 
74 
VZN-Test teuer, arbeits- und zeitaufwändig. Deswegen eignet er sich nicht für die 
Bearbeitung von größeren Probenmengen. 
Der ELISA ist schneller, preiswerter und einfacher durchzuführen als der VZN. Da der 
ELISA ähnliche Ergebnisse wie der „Goldstandard“ liefert, kann er den VZN ersetzen. 
Mitomycin C wurde benutzt, um die Produktion von Stx bei E. coli zu erhöhen und damit 
die Sensitivität des ELISA gezielt auf die Erkennung des Stx zu steigern (HULL et al., 
1993). Trotzdem ist die Notwendigkeit der Anwendung von Mitomycin C, einer 
karzinogenen Substanz, ein mit dem ELISA assoziiertes Problem, weil ein sicherer Umgang 
mit dem Stoff und die Entsorgung der damit kontaminierten Materialien notwendig sind. 
Um eine bessere Übereinstimmung zwischen dem „Goldstandard“ VZN und den ELISAs zur 
Erkennung von Shigatoxinen zu erzielen, wird vorgeschlagen, andere mAk wie z.B. SIFIN-
Klon 135/6-B9 (Fa. SIFIN) anzuwenden. Dieser mAk erkennt Stx2 und die Subtypen Stx2c 
und Stx2d. 
5.3 Andere ELISAs 
Als sehr schwierig erwies sich die Anzucht der mAk-produzierenden Hybridoma-Zelllinien 
in serumfreien Medien. Das Zellwachstum war verlangsamt, die mAk-Ausbeuten und die 
Aktivität sehr gering. Serumfreie Medien sind auch sehr teuer. Andere 
Reinigungsmöglichkeiten wie die Anwendung der Protein-A-Sepharose- 
Säulenchromatographie (GODING, 1976; HANCOCK und POXTON, 1988) wurden auf 
Grund des zusätzlichen Verlustes, des Preises, des Arbeitsaufwandes und der notwendigen 
großen Menge an Zellkulturüberstand nicht praktiziert. 
Beim ELISA nach RANDALL et al. (1997) konnte eine Bindung zwischen der 
Plattenbeschichtung und den getesteten Referenzstämmen festgestellt werden. Dies führte 
dazu, dass eine Positiv/Negativ-Diskriminierung unmöglich wurde. Die Ergebnisse des 
Immunoblots der biotinylierten mAk-Charge 13C4, die nicht nur mit den Stx1-bildenden 
Kontrollstämmen, sondern auch mit den Stx2-bildenden und negativen Kontrollstämmen 
reagierte, bekräftigen die Hypothese, dass Verunreinigungen der gereinigten mAk (Reste 
von Rinder-IgG beim FKS) ebenfalls biotinyliert wurden und so zu unspezifischen 
Reaktionen führten.  
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Der ELISA mit kommerziellem Gb3 wurde mit gereinigten mAk durchgeführt. Bedingt 
durch fehlende Reproduzierbarkeit war eine Einstellung der mAk-Konzentrationen nicht 
möglich. 
Bei dem Versuch, einen ELISA mit kommerziellen Gb3 als Beschichtungsmolekül zu 
entwickeln, konnte man in einzelnen Fällen eine gute Positiv/Negativ-Diskriminierung 
beobachten. Obwohl unter den beschriebenen Bedingungen (siehe Punkt 3.3.13.2) die 
Positiv/Negativ-Diskriminierung erhöht war, waren die Ergebnisse oft nicht reproduzierbar. 
Die Ursache kann in der hydrophoben Natur des Gb3 liegen (BASTA et al., 1989). 
Möglicherweise hat die Lagerung der gelösten Gb3 bei –20 °C einen Einfluss auf die 
Aktivität/Bindungskapazität der Moleküle. Der Hersteller konnte keine Angaben zur 
Haltbarkeit der gelösten Gb3 bei -20 °C machen. 
Die Ergebnisse aller Testreihen mit dem Gb3 ELISA waren nicht reproduzierbar. Auch 
BASTA et al. (1989) berichteten von enttäuschenden, oft verwirrenden und 
unterschiedlichen Ergebnissen, als sie versuchten, das Gb3 an die feste Phase (Platte) 
hydrophob zu binden. Ihrer Meinung nach war die Ursache die unregelmäßige Verteilung 
des Gb3 an der Bindungsoberfläche der Platte. Eine Lösung dieses Problems ist nach 
BASTA et al. (1989) die Herstellung eines Lyso-Gb3 durch Deacylierung. Die Polarität des 
Gb3 wird somit reduziert und die Löslichkeit in organischen Lösungsmitteln unter 
Beibehaltung der Bindungskapazität zu Stx1 und Stx2 verbessert. Da das Gb3 sehr teuer ist 
und auch die Deacylierung eine aufwändige Methode darstellt, wurde aus Kostengründen auf 
eine Weiterführung der Versuchsreihe verzichtet. 
Der ELISA nach RANDALL et al. (1997) und der ELISA mit kommerziellen Gb3 wurden 
an Hand der gewonnenen Ergebnisse als nicht praktikabel angesehen. 
5.4 Vergleich des validierten ELISA mit der MK1/MK2-PCR (KARCH und 
MEYER, 1989) 
Der validierte ELISA nach RICHTER et al. (1997) wurde in einem STEC/EHEC-
Monitoring-Programm bei 5 Rindergruppen eingesetzt. Es wurden 1030 Rinderkotproben 
untersucht, von denen 307 (ca. 30%) positiv reagierten. Die Toxinverteilung betrug 66 Stx1-, 
137 Stx2- und 104 sowohl Stx1- als auch Stx2-positive. Die meisten Proben (217) hatten 
einen mäßigen maximalen Index zwischen 0,051 und 0,500. Wie bei RICHTER et al. (1997) 
überwogen Stx2-bildner. RANDALL et al. (1997) stellten demgegenüber mit dem 
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Doppelsandwich-mAk-ELISA von 89 Rinderkotproben gesunder Rinder 64% ELISA-
positive fest. Diese ließen sich in 8 Stx1-, 17 Stx2- und 32 Stx1/Stx2-positive unterteilen. 
Mit der PCR, die in der vorliegenden Studie als „screening“-Methode parallel zum ELISA 
durchgeführt wurde, wurden die gleichen 1030 Rinderkotproben untersucht. Hier reagierten 
500 (ca. 49%) positiv. 
Wie aus Tab. 18 zu ersehen ist, wurde zwischen dem ELISA und der MK1/MK2-PCR bei 
ca. 73% der untersuchten Proben Übereinstimmung erzielt. Die PCR wies ein stx-Gen bei 
236 Proben nach, die in beiden ELISAs negativ waren. Daher scheint die Sensitivität der 
PCR wesentlich höher zu sein. Die niedrigere Sensitivität des ELISA könnte durch das 
Fehlen des Stx oder die Suppression der Expression von Stx in diesen Proben erklärt werden, 
obwohl das stx-Gen präsent ist. Der Nachweis dieser Genfragmente sagt nichts über die 
Exprimierbarkeit der Stx aus. 
Möglicherweise produzieren einige der Proben Stx-Varianten, die nicht vom mAk 11E10 
erkannt werden. Im Gegensatz dazu erkennt die MK1/MK2-PCR alle bekannten Subtypen 
der stx-Gene (KARCH und MEYER, 1989; LEUNG et al., 2003). 
Ein weiterer Grund des Versagens des ELISA bei vorhandenen stx-Genen könnte das 
Vorhandensein von hochgradigen Kotbeimengungen in der Probe sein (RICHTER, 1999).  
Einige Proben reagierten positiv beim ELISA aber sie wurden nicht von der PCR erkannt. 
Kotproben können manchmal durch das Enthalten von inhibierenden Substanzen Einbußen 
in der Sensitivität der PCR verursachen (DEMMLER et al., 1988; BEUTLER et al., 1990; 
HOLODNIY et al., 1991). Hämoglobin, welches als die häufigste inhibierende Substanz im 
Blut betrachtet worden ist, ist auch bei einigen Kotproben vermutet worden. Zum Teil 
können diese PCR-positiv/ELISA-negativ-Reaktionen durch das Versagen der PCR 
verursacht worden sein. Da Mitomycin C sich auch als Inhibitor der PCR erwies, wurde für 
diese Studie die PCR aus in LBB, das heißt ohne Mitomycin C, vorangereicherten Proben 
angesetzt. Die Anwendung von robusteren PCR-Primer reduziert die Sensitivität dieses 
Tests. Auch Stx-Fragmente ohne das Vorkommen von STEC in der Probe können beim 
ELISA zu falsch positive Reaktionen geführt haben (BASTA et al., 1989). 
Ähnliche Ergebnisse wie in der vorliegenden Arbeit erzielten PULZ et al. (2003). In ihrer 
Studie verglichen sie einen ELISA mit einer PCR zum Nachweis von STEC in 295 
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Stuhlproben vom Menschen und stellten fest, dass die PCR sensitiver als der ELISA war 
(46/295 bzw. 15,59% gegen 31/295 bzw. 10,51% positive). Dagegen traten beim ELISA 
8/295 (2,27%) falsch positive Ergebnisse auf. 
Die Kappa-Statistik ist ein Maß für die Übereinstimmung zweier Bewertungen desselben 
Sachverhaltes und berücksichtigt, dass 2 Beobachtungen zu einem gewissen Prozentsatz rein 
zufallsbedingt übereinstimmen. Der berechnete Kappa-Wert für den Vergleich zwischen 
MK1/MK2-PCR und Stx1/Stx2-ELISAs zeigt einen mäßigen Übereinstimmungsgrad 
(LANDIS und KOCH, 1977; FLEISS, 1981). Ein Test lässt sich nicht ohne weiteres durch 
den anderen ersetzen. 
Im Unterschied zu der ausgezeichneten Übereinstimmung des ELISA und des VZN war die 
Übereinstimmung des ELISA und der PCR nur moderat. In diesem Feldversuch wies die 
PCR über 25 Prozent mehr stx-positive Proben als der ELISA nach. Aus diesem Grund sollte 
diese PCR als „pre-screening“-Test favorisiert werden, könnte aber möglicherweise besser 
mit dem ELISA als mit dem VZN kombiniert werden. Argumente, die für die Anwendung 
des ELISA anstelle der PCR sprechen würden, wären die niedrigere Anfälligkeit, der 
günstigere Preis und der geringere Bedarf an speziellen Gerätschaften und Räumlichkeiten. 
5.5 Versuche zur Haltbarkeit konservierter beschichteter ELISA-Platten 
Im Vergleich dreier Konservierungsmethoden erwies sich das Einfrieren der trockenen 
ELISA-Platten als verlustärmste und damit günstigste Variante. Die so konservierten Platten 
sind bis zu 2 Monaten haltbar. Die Verluste im Vergleich zu frischbeschichteten Platten 
betrugen im Durchsschnitt 20-40%. 
Durch den Aktivitätsverlusts und den Arbeitsaufwand lohnt ein Konservieren der 
beschichteten ELISA-Platten nicht. Der Versuch zeigte, dass Platten-zu-Platten-
Schwankungen sich auch durch die Anwendung konservierter Platten nicht vermeiden oder 
reduzieren ließen. Die frisch beschichtete Platte ist die beste Variante für den ELISA nach 
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Verschiedene ELISA zur Erkennung von Stx1 und Stx2 in Rinderkotproben wurden auf 
ihrer Anwendbarkeit hin verglichen. Der ELISA nach RICHTER et al. (1997) unter 
Anwendung von Hydatidenflüssigkeiten von Echinococcus granulosus als 
Beschichtungssubstanz und monoklonalen Antikörper als Bindungsmolekül stellte sich als 
die praktikabelste Lösung im Vergleich mit dem ELISA mit monoklonalen Antikörpern 
(RANDALL et al., 1997) und einem ELISA mit kommerziellem Gb3 heraus. 
Der ELISA nach RICHTER et al. (1997) wurde gegen den klassischen Vero-Zell-
Neutralisationstest validiert. Zu diesem Zweck wurden 100 E. coli-Feldisolate mit beiden 
Tests ausgewertet. Die zur Quantifizierung von Ergebnissen angewendete Coulter-Methode 
(Ermittlung der Überlebensraten der Vero-Zellen mit Hilfe des Z2-Partikelzählers) erwies 
sich als geeignet, während zwei Färbungsmethoden (KV- und MTT-Färbungsmethode) 
aufgrund von Einstellungsproblemen bei der spektralfotometrischen Messungen nicht zu 
auswertbaren Ergebnissen geführt hatten. 
Die Ergebnisse des ELISA und des Vero-Zell-Neutralisationstest wurden in einer „Two-
Graphic Receiver-Operating Characteristic“ (TG-ROC)-Analyse verglichen. Die Indexwerte 
0,020 und 0,040 wurden als „cut-off“ für den Stx1- bzw. Stx2-ELISA anhand dieser Analyse 
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festgelegt. Die geschätze Sensitivität und Spezifität für den Stx1-ELISA betrugen 100% (pu 
= 100%; po = 100%), für den Stx2-ELISA betrug die Sensitivität 100% (pu = 100%; po = 
100%) und die Spezifität 94% (pu = 88,4%; po = 99,7%). Nach diesen Ergebnissen ist der 
ELISA ein geeigneter Test und kann den Vero-Zell-Neutralisationstest ersetzen. 
Der validierte ELISA wurde in einem Feldversuch parallel mit der MK1/MK2-PCR 
(KARCH und MEYER, 1989) eingesetzt. In einem Zeitraum vom 15.01.97 bis 31.12.99 
wurden 1030 Rinderkotproben mit beiden Tests auf das Vorkommen von STEC untersucht. 
Die PCR wies stx-Gene bei 500 (49%) der Proben nach. Der ELISA wies nur 307 (30%) 
Stx-positive nach. Bei 264 positiven und 487 negativen Ergebnissen stimmten die Resultate 
zu 751 Proben (73%) überein. Der berechnete Kappa-Wert war 0,452. Der Kappa-Wert 
spricht für eine mäßige Übereinstimmung beider Tests. 
Diesen Ergebnissen nach sollte die PCR als „pre-screening“-Test favorisiert werden, obwohl 
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The validated ELISA was used in a field study in parallel to the MK1/MK2-PCR (KARCH 
and MEYER, 1989). Between 15.01.97 and 31.12.99 were 1030 faecal cattle samples were 
examined with both tests for the presence of STEC. The PCR yielded 500 (49%) positive 
samples. The ELISA was positive for only 307 (30%) samples. For 264 positive and 487 
negative samples (73%) the test results agreed. A kappa statistic gave a kappa value of 
0.452, indicating a moderate agreement between both tests. The ELISA seems to be a 
suitable test for the recognition of STEC in faecal cattle samples, but the PCR was more 
sensitive than the ELISA. 
The PCR should thus be favorised as a “screening-test”, but it would be better to combine 
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8.1 Gesetze, Verordnungen 
Anon. Bundesseuchengesetz (BSeuchG), ausgedehnt durch VO vom 9. November 1998. 
Bundesgesundheitsblatt 1998;I:76. 
Anon. Infektionsschutzgesetz (IfSG) in der Fassung der Bekanntmachung vom 20. Juli 2000. 
Bundesgesundheitsblatt 2000;I:1045. Zuletzt geändert durch Gesetz vom 05. November 




9.1 Chemikalien und Bio- bzw. Feinchemikalien 
Substanz Hersteller 
100 bp-DNA-Ladder New England Biolabs GmbH,Frankfurt a.M. 
1-Butanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen 
α−Naphtol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen 
Agarose Metaphor Cambrex Corp., Baltimore, Inc. 
Ammoniumsulfat Serva, Heidelberg 
Bacto Trypton Difco Laboratories, Detroit, U.S.A. 
Bovine Serum Albumin, Fraktion V Carl Roth, Karlsruhe 
Borsäure Merck, Darmstadt 
Bromophenolblue Standard Fluka AG, Buchs 
Casamino Acids Difco Laboratories, Detroit, U.S.A 
 Dulbecco MEM Biowhittaker, Verbiers, Belgien 
DNA-MW Marker VIII Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
dNTP-Lösung (200 µM pro einzelnen) Biometra, Göttingen 
Dynazyme II TM DNA Polymerase 
(Rekombinantes Enzym) 
Biometra, Göttingen 
EDTA Applichem, Darmstadt 
Ethanol Merck, Darmstadt 
Ethanol 96% Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid Serva, Heidelberg 
Fetales Kälberserum Biochrom/Seromed, Berlin 
Formalin VEB Laborchemie Apolda 
Gallensalze Nr. 3 Difco Laboratories, Detroit, U.S.A 
Globotraosylceramide (Ceramide 
Trihexoside; CTH) 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen 
Glukose Merck, Darmstadt 
Glycerol Serva, Heidelberg 
H2O2 30% Chemapol, Praha, Tschechien 




HCl Merck, Darmstadt 
Hefeextrakt Labm, England für BAG, Lych 
Isopropanol Merck, Darmstadt 
K2HPO4 Merck, Darmstadt 
KCl Merck, Darmstadt 
KH2PO4 Merck , Darmstadt 
KV Hersteller unbekannt 
L-Tryptophan Serva, Heidelberg 
Methanol Merck, Darmstadt 
MgCl2 25 mM Fermentas, St. Leon-Rot 
MgSO4 VEB Laborchemie Apolda 
Mitomycin C Serva, Heidelberg 
MMP Glücksklee Nestlé Deutschland AG, Frankfurt/Main 
MnCl2 Merck, Darmstadt 
MTT Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen 
Na2CO3 Riedel-de-Häen AG, Seelze 
Na2HPO4 Merck, Darmstadt 
Na2HPO4*12H2O Merck, Darmstadt 
Na2PO4*12 H2O Merck, Darmstadt 
NaCl Riedel-de-Häen, Seelze 
NaHCO3 Merck, Darmstadt 
Nähragar I Siffin, Institut für Immunpräparate und 
Nährmedien GmbH, Berlin 
Nährbouillon I Siffin, Institut für Immunpräparate und 
Nährmedien GmbH, Berlin 
NaOH Merck, Darmstadt 
NH4Cl Merck , Darmstadt 
Nikotinsäure Merck, Darmstadt 
Noble Agar Difco Laboratories, Detroit, U.S.A 
Penicillin-Streptomycin (1000u/ml; ) Biowhittaker, Verbiers, Belgien 





Saccharose Merck, Darmstadt 
SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfat) Serva, Heidelberg 
Streptavidin-Peroxidase Dianova, Hamburg 
Sulfo-NHS-Biotin Kit Pierce Chemical Company, Rockford, IL, 
U.S.A. 
Tris HCl Gibco, BRL Life Technologies, GmbH, 
Eggenstein 
Trypsin Merck, Darmstadt 
Tryptisches Sojabouillon Difco Laboratories, Detroit, U.S.A 
Tween 20 Serva, Heidelberg 
Versen (Itranal III) Riedel-de Häen, Seelze 
Wasser Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen 
Ziege-Antimaus-POK, Fcγ Fragment 
Specific 
Dianova, Hamburg 
9.2 Fertigmedien und Fertiglösungen 
Medium/Lösung Hersteller 
Dynazyme Reaktionspuffer Biometra Diagnostics GmbH, Oldendorf 
Isoton II Coulter Electronics, Krefeld 
TMB Microwell Peroxidase Substrate  
(1 Component) 
Kirkegaard α Perry Laboratories (KPL), 
Maryland, U.S.A. 
Ultradoma Biowhittaker, Verbiers, Belgien 
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9.3 Rezepturen für Medien 
Medium Zusammensetzung ad 1000 ml Aqua bidest. 
Dulbecco MEM  13,36 g Dulbecco MEM 
0,95 g NaHCO3  
 
LBB 5 g NaCl 
5 g Hefeextrakt 
5 g Bacto Trypton  
4 ml 1 N NaOH 
 
mTSB  30 g Tryptisches Sojabouillon 
1,5 g Gallensalze Nr. 3 
1,5 g K2HPO4 
50 µg Mitomycin C 
 
NAI 33 g Nähragar I 
 
NBI 25 g Nährbouillon I 
 
RPMI-1640 10,44 g RPMI-1640 w. L-Glutamin 
2 g NaHCO3 
 
Syncase Agar mit Mitomycin C 15 g Noble Agar  
10 g Casamino Acids 
1,17 g NH4Cl 
5 g KH2 PO4 
12,61 g Na2HPO4 
1 ml Salzgemisch  
2 g Glukose 
0,02 g Nikotinsäure 
0,04 g L-Tryptophan 
12,5 g Mitomycin C 
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9.4 Lösungen und Puffer 
Lösung bzw. Puffer Zusammensetzung  
0,04 N HCl-Isopropanol 0,4 ml 10N HCl 
100 ml Isopropanol 
 
0,1 M PBS 5,844 g NaCl 
13,61 g KH2PO4 
7,456 g KCl 
35, 814 g Na2HPO4*12H2O 
ad 1000 ml Aqua bidest. 
 
0,5 M H2SO4 49,04 g H2SO4 (55 ml H2SO4) 
ad 1000 ml Aqua bidest. 
 
α−Naphtol-Lösung 1 Tablette α−Naphtol 
10 ml Methanol  
30 ml PBS 
20 µl H2O2 30% 
 
Ammoniumsulfatlösung, Gesättigt 4,06 M (536, 732 g) Ammoniumsulfat 
ad 1000 ml Aqua bidest. 
 
Beschichtungspuffer 1 1,059 g Na2CO3 
2,930 g NaHCO3 
ad 1000 ml Aqua bidest. 
 
Beschichtungspuffer 2 1-Butanol-Methanol 1:20 
 
Blockierlösung 1 1% MMP 
Beschichtungspuffer 
 




Lösung bzw. Puffer Zusammensetzung  
Formalin-Fixierlösung 2% Formalin 
0,1 M PBS 
 




KV-Färbelösung 0,13% KV 
2% Formalin 
5% Ethanol 
0,1 M PBS 
 
MMP-Lösung 1 1% MMP 
PBS/T 
 
MTT-PBS-Lösung 5 mg MTT 
1 ml PBS 
 
PBS 8 g NaCl 
0,2 g KH2PO4  
2,9 g Na2PO4*12 H2O 
0,2 g KCl 
ad 1000 ml Aqua bidest. 
 
PBS/T 0,05 % Tween 20 
PBS 
 
Saccharose-Fixierlösung 5 g Saccharose 
0,1 g BSA 




Lösung bzw. Puffer Zusammensetzung  
Salzgemisch 5% MgSO4 
0,5% MnCl2 
100 ml 0,0001 N H2SO4 
 
SDS-3% 33,333 g SDS 
ad 1000 ml Aqua bidest. 
 
TBE-Puffer 9 g Tris HCl 
5,5 g Borsäure 
20 ml EDTA 
ad 1000 ml Aqua bidest. 
 
Trypsin/Versenes  8 g NaCl 
0,4 g KCl 
1 g Glukose 
0,58 g NaHCO3 
0,5 g Trypsin 
0,20 g Versen (Itranal III) 





CO2-Brutschrank B 5060 EK/CO2 Heraeus Instruments 
Elektrophorese-Einrichtung Bio-Rad Power 
Pac 300, Bio-Rad Sub-Cell-GT 
Bio-Rad Laboratories GmbH, München  
Inversionsmikroskop  Axiovert 135, Zeiss, Jena 
Partikelzähler Coulter Z2, Coulter Electronics, Krefeld 
Pipettierhilfe Pipetboy plus-Tecnomara Deutschland, 
GmbH, Fernwald 
Plattenreader, computergestützt SLT Spectra, SLT Labinstruments GmbH 
Grödig/Salzburg, Österreich 
Schüttelinkubator Certomat H, Braun Biotech International, 
Melsungen 
Sicherheitswerkbank Laminair HBB 2742, Heraeus Instruments, 
Hanau 
Thermocycler Genius, Techne, Thermo-Dux  
Gesellschaft für Laborgeräte mbH. 
Wertheim/Main 
Ultraschallbad UM-2, Unitra Unima, Olsztyn, Polen 
Ultrazentrifuge Centricon T-2180, Kontron Instruments AG, 
München 
UV-Spectralfotometer Uvikon 922 Kontron Instruments AG, München 
UV-Transilluminator Angewandte Gentechnologie System GmbH, 
Heidelberg 
Wascher für Mikrotiterplatten 812 SW 1, SLT Labinstruments GmbH 
Grödig/Salzburg, Österreich 
Wasserbad für Reagenzgefäße Dri-Block DB-3, Techne, Thermo-Dux  
Gesellschaft für Laborgeräte mbH. 
Wertheim/Main 




9.6 Spezielles Laborzubehör 
Material Hersteller 
Abschaber  Greiner, Frickenhausen 
Abstrichbesteck, steril Greiner, Frickenhausen 
Accuvette Coulter Euro Diagnostics, Krefeld 
Celluloseacetat-Membranfilter 0,45 µm Schleicher α Schuell GmbH, Dassel 
Cellulosenitrat-Membranfilter, mit 5mm-
Gitternetz, 0,2 µm 
Schleicher α Schuell GmbH, Dassell 
Dialyseschlauch Spectra/POR MWCO 
6.000-8.000 
Serva, Heidelberg 
ELISA-Reservoir Costar Corporation, Cambrigde (MA), 
U.S.A. 
Immunoblotbehälter Hersteller unbekannt 
Mikrotiterplatten „Maxisorp“, 96 Vert., 
Flachboden 
Nunc GmbH, Wiesbaden 
Mikrotiterplatten „Polysorp“, 96 Vert., 
Flachboden 
Nunc GmbH, Wiesbaden 
Mikrozellkulturplatten, 96 Vert., 
Flachboden 
Greiner, Frickenhausen 
Neubauer-Zählkammer Hersteller unbekannt 
Permacell Mikrotiterband NeoLab Migge Laborbedarf, Heidelberg 
Plastikröhrchen (Blue Caps) 50 ml Greiner, Frickenhausen 
Rasterglasscheibe für Mikroskop 
16mmx16mm 
Litkarino Mockowskoeu oblacti, po „Rubin“, 
Russland 
Spenderflasche Hersteller unbekannt 
Sterilfilter Minisart 0,2 µm Sartorius, Goettingen 
Zellkulturflaschen 250 ml Greiner, Frickenhausen 





Access 97 Microsoft Corporation, Redmond (WA), U.S.A. 
CMDT 1.0 Jens Briesofsky und seroepidemiologische Arbeitsgruppe des Institutes 
für Parasitologie und tropische Veterinärmedizin und Epidemiologie 
der Freien Universität Berlin  
Excel 2002 Microsoft Corporation, Redmond (WA), U.S.A. 
Freehand 10.0 Macromedia, San Francisco (CA), U. S. A. 
Harward 
Graphics 4.0 
Software Publishing Corporation, Oberhaching 
SLT Basic  SLT- Labinstruments GmbH Grödig/ Salzburg, Österreich 
TG-ROC (als 
Excel Tab.) 
GREINER (1996), Microsoft Corporation, Redmond (WA), U.S.A. 
Ulead Photo 
Express 3.0 
Ulead Systems, Kaarst 
Win Episcop 2.0 Epidecon - Gobierno de Aragon, Facultad de Veterinaria de Zaragoza, 
Wageningen University, University of Edinburg, Zaragoza 
Windows XP Microsoft Corporation, Redmond (WA), U.S.A. 
Word 2002 Microsoft Corporation, Redmond (WA), U.S.A. 
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*: zusätzlich ein Extensionschritt 10 min bei 72°C. G: Gen. ZZ: Zyklenanzahl. 
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